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1 EINLEITUNG 
Seit der Sequenzierung der drei Milliarden Basenpaare des menschlichen Genoms im Jahr 2001 
durch das Humangenomprojekt (human genome organisation, HUGO1) eröffnen sich neue 
Aufgabenfelder in der Erforschung von genetischen Heterogenitäten Int 01a. Diese treten spontan 
nur in einem Individuum (Mutationen) oder aber durch Vererbung in einer Teilmenge der 
Bevölkerung (Polymorphismen) auf. Denn obgleich mehr als 99,9 % der 
Desoxyribonukleinsäuresequenz (DNA-Sequenz) der Bevölkerung identisch sind, haben die 
verbleibenden Varianten in der DNA-Sequenz einen spürbaren Einfluß darauf, wie der Mensch 
auf Krankheiten, Medikamente und auf umweltbedingte Einflüsse wie z.B. Viren, Bakterien, 
Gifte oder Chemikalien reagiert. Zu der häufigsten genetischen Heterogenität im menschlichen 
Genom zählt die Einzelbasensubstitution. Tritt innerhalb einer Populationsstudie eine bestimmte 
Basensubstitution mit einer minimalen Häufigkeit von 1 % auf, wird diese als 
Einzelbasenpolymorphismus (single nucleotide polymorphism, SNP) bezeichnet.  
 
Die Korrelation bestimmter Polymorphismen innerhalb dieser Gene mit einem definierten 
Krankheitsbild werden für eine Reihe neuer diagnostischer Marker zur Früherkennung oder zur 
Überwachung von Behandlungsmethoden von genetisch begründeten Krankheiten genutzt. 
Zusätzlich wird die Identifizierung von DNA-Polymorphismen zur forensischen 
Identitätsbestimmung und zum Verwandtschaftsnachweis verwendet („genetischer 
Fingerabdruck“). Bis Februar 2001 ist allerdings erst ein Teil, nämlich nur 1,42⋅106 der 
geschätzten 11⋅106 SNPs des menschlichen Genoms innerhalb eines vom amerikanischen 
National Institute of Health (NIH) 1998 gestarteten SNP-Projektes eindeutig identifiziert worden 
Kru 01, Int 01b. Diese Zahlen verdeutlichen die Notwendigkeit, neue Techniken zur Identifizierung 
bekannter und neuer SNPs zu entwickeln. Diese Techniken sollten sich durch eine 
reproduzierbare, sichere Genotypisierung mit der Möglichkeit zur Automatisierbarkeit und 
zeitsparendem Probendurchsatz (high-throughput-Plattform) auszeichnen.  
 
Im Bereich der Analyse von komplexen, biologischen Makromolekülen hat die Massen-
spektrometrie mit der Entwicklung neuer Ionisierungsverfahren wie der 1988 von Karas und 
Hillenkamp vorgestellten Matrix-unterstützten Laserdesorptions/Ionisations-Massenspektro-
metrie (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Mass Spectrometry, MALDI-MS) im 
letzten Jahrzehnt stark an Bedeutung gewonnen Kar 87, Kar 88. In diesem Verfahren erfolgt die 
Analyse der biologischen Moleküle wie z.B. Oligonukleotiden, Glykokonjugaten, Proteinen und 
Peptiden durch die Bestimmung des Masse-zu-Ladung-Verhältnisses (m/z) der Ionen, die aus der 
Probe intakt freigesetzt (desorbiert) werden. Für deren Desorptions-/Ionisationsprozeß werden 
sowohl Ultraviolett-Laser (UV-MALDI) als auch Infrarot-Laser (IR-MALDI) und als 
Massenanalysator überwiegend Flugzeitmassenspektrometer verwendet.  
 
Die massenspektrometrische DNA-Analyse stellt aufgrund deren chemisch-physikalischen 
Eigenschaften immer noch eine besondere Herausforderung dar. Der derzeit limitierende Faktor 





ist die Instabilität der DNA, induziert durch den Desorptionsprozeß, der zur Fragmentierung der 
Ionen führt und damit zu einer deutlichen Verschlechterung (Verbreiterung) bzw. dem Verlust 
der Signale Nor 93, Gro98. Im Vergleich zu DNA erweist sich Ribonukleinsäure (RNA) als relativ 
stabil im Desorptionsprozeß und neigt daher in der MALDI-MS-Analyse nur zu geringer 
Fragmentierung Nor 93. Das eigentliche Ziel in der MALDI-Anwendung ist die Aufklärung der 
Sequenz bzw. die Resequenzierung und die Bestimmung von genetischen Heterogenitäten. Um 
Informationen über die Sequenz zu erhalten, eignen sich u.a. zwei enzymatische Spaltungs-
verfahren: die endo- und die exonukleolytische Reaktion.  
 
Ein wichtiger Schritt einer erfolgreichen MALDI-MS-Analyse ist die Probenpräparation und die 
damit verbundene Aufreinigung im Anschluß an die biochemischen Reaktionen. Die zur 
enzymatischen Reaktion notwendigen Puffer und Detergenzien stören die Kristallisation der 
Festkörper-Matrix. Zudem führt eine hohe Salzkonzentration der Probe durch Bildung von 
Salzaddukten zu Massenheterogenitäten und damit zu einer Verschlechterung der 
Massenauflösung. Ein häufig verwendetes Aufreinigungsverfahren in der DNA-Analytik basiert 
auf dem Festphasensystem Streptavidin/Biotin Ros 97a. Dabei wird biotinylierte DNA an 
Streptavidin-beladenen Magnetpartikeln immobilisiert, gefolgt von einer für die MALDI-MS 
notwendigen Elution unter basischen Bedingungen. Dieses Verfahren ist allerdings nicht auf die 
RNA-Analytik übertragbar, da es unter alkalischen Bedingungen zur hydrolytischen 
Basenabspaltung der RNA kommt. 
 
In dieser Arbeit wird ein alternativer Weg zur Festphasenaufreinigung von RNA vorgestellt. 
Dabei wird eine festphasenunterstützte Immobilisierung der RNA durch Hybridisierung an eine 
komplementäre DNA-Universalsequenz entwickelt und optimiert. 
Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist die Resequenzierung von RNA mit MALDI-MS. Dazu werden 
zum einen modifizierte in vitro-Transkripte nach exonukleolytischer Abbaureaktion massen-
spektrometrisch untersucht. Es soll geklärt werden, ob sich dieses Verfahren auch zur 
Beantwortung von diagnostischen Fragestellungen eignet wie z.B. zur Detektion von bekannten 
SNPs bzw. Deletionen im Cystic-Fibrosis-Transmembran-Regulator-Gen (CFTR-Gen), die für 
das Auftreten der Zystischen Fibrose (Mukoviszidose) verantwortlich sind. 
Zum anderen wird überprüft, ob die basenspezifische Spaltung von RNA mit Endonukleasen und 
die anschließende MALDI-Analyse auch zur Allelfrequenzbestimmung, d.h. zur Berechnung der 
Häufigkeit eines Allels in einem Pool aus DNA mehrerer Individuen eingesetzt werden kann. 
Als Allel wird eine von mehreren alternativen Zustandsformen einer DNA-Sequenz im Gen 
bezeichnet. Neben der Detektion von bekannten SNPs im Cholesteryl-Ester-Transfer-Protein 
(CETP)-Gen, das die Plasmakonzentration von Lipoproteinen hoher Dichte (high-density 
lipoproteins, HDL) reguliert und damit das Risiko für eine koronare Herzerkrankung (KHK) 
beeinflußt, wird dazu ein quantitativer Ansatz zur Bestimmung der Allelfrequenz in einem DNA-
Pool verfolgt.  
   3 
2 EINFÜHRUNG 
2.1 STRUKTUR VON NUKLEINSÄUREN 
Die DNA besteht aus miteinander verknüpften Nukleotiden, die ihrerseits aus einer 
Stickstoffbase, einer β-D-2-Desoxyribose und einer oder mehreren Phosphatgruppen aufgebaut 
sind. Das lineare Grundgerüst entsteht durch die alternierende Verbindung über 
Phosphodiesterbrücken der 3'- und 5'-Position der Desoxyribosen zu einem Desoxyribose-
phosphatrückgrat. An der Desoxyriboseeinheit ist in β-Konfiguration eine von vier Nukleobasen 
gebunden. Es handelt sich dabei um Stickstoffbasen, genauer um Derivate des Pyrimidins 
Cytosin (C) und Thymin (T) und des Purins Adenin (A) und Guanin (G). Diese Nukleobasen 
sind die variablen Bausteine, deren Abfolge die Sequenz bestimmt und die genetischen 
Informationen kodiert. Die Abfolge der Basensequenz wird üblicherweise in der 5'→3'-Richtung 
angegeben. Die Nukleoside (Verbindungen von Nukleobasen mit Pentosen) werden in der 
folgenden Abbildung 2.1A) dargestellt. Eine kurze DNA- und RNA-Sequenz ist in Abbildung 
2.1B) wiedergegeben. Die Unterschiede zwischen RNA und DNA liegen in der monomeren 
Struktur der Nukleinsäuren, genauer in der 2'-Hydroxylgruppe der Riboseeinheit und in einer der 
Nukleobasen. Die Nukleobase der DNA Thymin (T) ist an der C5-Position im Gegensatz zu 
RNA-Base Uracil (U) methyliert. Diese Unterschiede führen zu verschiedenen chemischen und 
physikalischen Eigenschaften, die in Kapitel 2.1.1 näher erläutert werden.  
 
Das Rückgrat der Nukleinsäuren liegt unter physiologischen Bedingungen vollständig 
dissoziiert, d.h. polyanionisch vor, denn entsprechend ihres pKa-Wert von ca. 1 sind 
Nukleinsäuren sehr starke Säuren und deutlich acider als die Phosphorsäure mit einem pKa von 
2,1 Can 80. Die Nukleobasen bilden abhängig von ihren pKa-Werten tautomere Strukturen aus, die 
entweder als Protonenakzeptor oder –donor wirken Can 80, Sae 84. Die Ribonukleoside Adenosin 
(pKa 3,5), Cytidin (pKa 4,2) und Guanosin (pKa 2,4) sind schwache Basen, die in wäßriger 
Lösung als neutrale oder positiv geladene Spezies vorliegen. Dagegen weisen Thymidin und 
Uridin keine "echten" basischen Eigenschaften auf und liegen als neutrale Spezies vor. Der 
ermittelte pKa-Wert von 9,2 wird der neutralen Form (schwache Acidität des N3-Atoms) 
zugeordnet. Die pKa-Werte der Desoxyribonukleoside unterscheiden sich nur geringfügig von 
denen der Ribonukleoside. Dagegen verschieben sich die pKa-Werte der Nukleotide um 0,2 bis 
0,5 Einheiten aufgrund der elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen den negativ geladenen 
Phosphatgruppen und der protonierten Nukleobase zu höheren Basizitäten. Zur Lokalisation des 
Protons haben umfangreiche Studien wie z.B. Röntgenstrukturanalyse, NMR- und 
spektroskopische Daten ergeben, daß Adenin am N1-, Cytosin am N3- und Guanin am N7-
Stickstoff bevorzugt protoniert wird Koc 71. In den pKa-Werten für Oligonukleotide können 
weitere Verschiebungen auftreten, da komplexere Wechselwirkungen innerhalb des Moleküls 









































































































































































Abbildung 2.1: A) Struktur der Nukleoside: R = H Desoxyribose und R = OH Ribose: I Cytidin, II mit R' = H 
Uridin und mit R' = CH3 Thymidin, III Adenosin und IV Guanosin  
B) Aufbau einer DNA (links) und einer RNA (rechts) 
DNA und RNA bilden aufgrund der unterschiedlichen Riboseeinheiten verschiedenartige 
Strukturen aus. Die doppelsträngige (double stranded, ds) DNA kann im Gegensatz zur RNA 
eine Vielzahl von Strukturen annehmen, die abhängig vom Salzgehalt der Lösung sowie des 
Hydratisierungsgrads ausgebildet werden. Unter physiologischen Bedingungen ist die übliche 
Form der DNA die B-Helix. RNA-Moleküle treten in einzel- (single strand, ss) oder in 
doppelsträngiger Form auf. Die RNA bildet in den doppelsträngigen Regionen 
(Sekundärstruktur) sowie in RNA-DNA-Hybriden Strukturen aus, die aufgrund der sterischen 
Anordnung der 2'-Hydoxylgruppe der A-DNA ähnelt. Die verschiedenartigen Makrostrukturen 
von DNA und RNA führen unter identischen Bedingungen zu unterschiedlichen Reaktivitäten, 




2.1.1 Chemische Eigenschaften der Nukleinsäuren 
Die Reaktionen der Nukleinsäuren in wässriger Lösung sind von der Zugänglichkeit der 
funktionellen Gruppen abhängig. Mit der Auflösung der komplexen Makrostruktur unter 
denaturierenden Bedingungen wird eine erhöhte Reaktivität beobachtet, die im wesentlichen 
durch die Reaktionen der monomeren Untereinheiten geprägt ist. Die Reaktionsrate wird 
demnach durch die stereochemischen Faktoren der Sekundär- und Tertiärstruktur der DNA und 
RNA bestimmt. Zu den wichtigsten Reaktionen zählen die hydrolytischen Spaltungen der 
N-glykosidischen Bindung, d.h. die C-N-Bindung zwischen Zucker und Base und die der 3'- und 
5'-Phosphodiesterbindungen. 
 
Die hydrolytische Reaktion von DNA führt eher zur Spaltung der N-glykosidischen Bindungen, 
während bei RNA bevorzugt die Phosphodiesterbrücken angegriffen werden Bro 74. Dabei wird 
die Rate der Hydrolyse durch Zugabe von Säure oder Base erhöht. Im sauren Milieu wird das 
Substrat in eine reaktivere protonierte Form überführt, während im alkalischen Bereich die 
erhöhte Konzentration an Hydroxidionen als Nukleophil maßgebend ist. Zudem zeigen DNA 
und RNA in Abhängigkeit des pH-Wertes aufgrund ihres strukturellen Aufbaus erhebliche 
Unterschiede in der Stabilität. Während DNA bevorzugt im sauren Milieu gespalten wird und im 
alkalischen Bereich bis pH 12 stabil ist, zerfällt RNA im alkalischen Medium. Der 
initialisierende Schritt ist die Deprotonierung der 2'-Hydroxylgruppe. Nach einem internen 
nukleophilen Angriff des resultierenden Anions erfolgt die Spaltung des Riboserückgrats. Es 
werden zwei definierte RNA-Fragmente gebildet. Dazu gehören zum einen die Spezies, die den 
ursprünglichen 5'-Terminus des Oligonukleotids und am 3'-Terminus zunächst eine zyklische 
2', 3'-Phosphatgruppe tragen, die nach Hydrolyse zum 2'- oder 3'-Isomer reagieren. Letztere 
Reaktion verläuft langsam, so daß alle drei Spezies als Zwischenprodukte beobachtet werden 
können. Zum anderen wird das Fragment mit dem ursprünglichen 3'-Terminus des RNA-
Moleküls gebildet, das am 5'-Terminus eine Hydroxylgruppe trägt. Aufgrund der unspezifischen 
Erkennung jeder Phosphodiesterbindung werden nach wiederholter Spaltung neben der 5'- und 
3'-Fragmentleiter auch interne Produkte erzeugt. Die RNA weist im Vergleich zur DNA eine 
höhere Stabilität im sauren Medium auf, die durch die 2'-Hydroxlgruppe der Ribose verursacht 
wird. Diese stabilisiert infolge der entgegengesetzten Polarität die N-glykosidische Bindung und 
verhindert bzw. verzögert die protonenkatalysierte Abspaltung der Nukleobase. Die 
säurekatalysierte Hydrolyse der DNA erfolgt nach einem zweistufigen Mechanismus. Der erste 
Schritt ist die Protonierung der Nukleobasen. Die daraus resultierende Erhöhung der Polarität der 
N-glykosidischen Bindung begünstigt die Eliminierung der Nukleobasen. Kinetische 
Untersuchungen haben gezeigt, daß zunächst die Purinbasen (G>A) bei einem pH unterhalb von 
3 und erst bei einem pH von 1-2 die Pyrimidinbase Cytosin abgespalten werden. Thymin ist 
unter diesen Bedingungen aufgrund fehlender basischer Funktionen inert Sha 72. Im zweiten 
Schritt wird ein Wassermolekül addiert und ein Proton zur Beendigung der säurekatalysierten 
Hydrolyse abstrahiert. Im weiteren Verlauf wird das Desoxyribosephosphatrückgrat durch eine 
β-1,2-Eliminierung der Phosphodiestereinheiten gespalten. Diese Reaktionen verläuft nicht 
säurekatalysiert und daher nur sehr langsam, so daß zunächst die Depurinierung erfolgt, bevor 




effizient im alkalischen Medium und wird nach der Maxam und Gilbert-Methode zur 
Sequenzierung von DNA genutzt (vgl. Kapitel 2.3.1). 
 
Die Moleküle werden in der massenspektrometrischen Untersuchung aus der kondensierten in 
die Gasphase überführt, in der eine Vielzahl an Reaktionen möglich ist. Für die Interpretation der 
Massenspektren sind daher neben der verschiedenen pKa-Werte die entsprechenden 
Gasphasenaciditäten bzw. –basizitäten je nach Ionenmodus erforderlich. Greco et al. bestimmte 
die Reihenfolge für die Protonenaffinität der folgenden Desoxynukleosid-5'-monophosphate 
(dNMP) zu:  
dTMP (224,9 kcal⋅mol-1) << dCMP (233,2 kcal⋅mol-1) ≈ dAMP (233,6 kcal⋅mol-1) < dGMP 
(234,4 kcal⋅mol-1) Gre 90. 
Im Gegensatz zur Lösung (s.o.) ist dGMP die stärkste Base, gefolgt von dAMP und dCMP, 
deren Werte nur marginal differieren. Die signifikant geringere Protonenaffinität des dTMPs 
entspricht erwartungsgemäß dem Wert der Protonenaffinität in der Lösung. Für die 
entsprechenden Ribonukleotide können ähnliche Werte angenommen werden. Die 
Protonenaffinität der Phosphodiestergruppen konnte nicht experimentell bestimmt werden, 
allerdings wird der Wert auf etwa 220 kcal⋅mol-1 bis 225 kcal⋅mol-1 aus dem bekannten Wert für 
Triethylphosphat (217,0 kcal/mol) abgeschätzt Rod 95. Als Schlussfolgerung gilt für einfach 
protonierte Ionen, die vorwiegend im MALDI-Prozeß beobachtet werden, daß in der stabilsten 
Struktur alle Phosphodiestergruppen neutral vorliegen und das Proton an G, A oder C lokalisiert 
ist. Für den Fall der Oligothymidylsäuren kann keine genaue Lokalisation des Protons erfolgen, 
da aufgrund der gleichen Protonenaffinität die Thyminbase und die Phosphodiestergruppen 
miteinander konkurrieren. Da in dieser Arbeit in allen Messungen nur positiv geladene Ionen 
gemessen wurden, wird für die Gasphasenaciditätsreihe der negativen deprotonierten Ionen auf 
die weiterführende Literatur verwiesen Rod 95.  
2.1.2 Hybridisierung 
Die Grundlage der Hybridisierung besteht in der Paarung der Basen C und G bzw. A und T 
(DNA) oder A und U (RNA) der DNA und RNA-Moleküle (vgl. Abbildung 2.2). Die 
komplementären Basen sind über Wasserstoffbrücken miteinander verbunden, die u.a. durch 
Erhitzen („Schmelzen”) gelöst werden können. Dabei ist die Schmelztemperatur Tm definiert als 
die Temperatur, bei der die Hälfte der Helixstruktur verloren geht. Die Basenpaarung zwischen 
G und C ist aufgrund der drei Wasserstoffbrücken stabiler als die Hybridisierung zwischen A 
und T (DNA) bzw. U (RNA) mit nur zwei Wasserstoffbrücken. Ein hoher Gehalt an G und C 
bewirkt daher eine höhere Schmelztemperatur. Hybride können zwischen DNA:DNA-, 
RNA:RNA- als auch DNA:RNA-Molekülen gebildet werden. Die Stabilität der Hybride ist 
zwischen RNA:RNA- größer als zwischen DNA:RNA- und DNA:DNA-Molekülen. Die 







































Abbildung 2.2: Komplementäre Basenpaarung über Wasserstoffbrücken 
In modernen Hybridisierungsformaten liegt entweder die Ziel-DNA oder die komplementäre 
DNA-Sonde immobilisiert an einer Festphase vor, die radioaktiv, mit Biotin oder Fluoreszein 
markiert ist. Das in situ-Signal wird nach der Hybridisierung und den Waschprozessen 
gemessen. Dabei müssen bestimmte Bedingungen erfüllt sein, um sequenzspezifische Analysen 
durchführen zu können. Mit der Spezifität wird das Verhältnis von perfekten Basenpaarungen zu 
unvollständigen Paarungen oder Fehlbasenpaarungen beschrieben. Eine hohe Spezifität bedeutet 
daher die Anzahl der perfekten Basenpaarungen zu maximieren und die Anzahl der anderen 
Spezies zu minimieren. Für die Beschreibung der Konditionen in Hybridisierungsexperimenten 
wird herkömmlich der Begriff Stringenz benutzt. Stringenz ist dabei ein Maß für die 
Wahrscheinlichkeit, daß doppelsträngige Nukleinsäuren in ihre Einzelstränge dissoziiert. 
Stringenz ist aber auch ein Maß für die Fähigkeit der einzelsträngigen Nukleinsäuren, zwischen 
Molekülen mit geringem und hohem Grad an komplementären Sequenzen unterscheiden zu 
können. Allgemein beschreibt der Begriff Stringenz die Bedingungen, in denen die 
Basenpaarung der doppelsträngigen Nukleinsäuren erhalten bleibt. Praktisch bedeutet dies, daß 
unter hoch-stringenten Konditionen die Hybridisierung nur zwischen Nukleinsäuren mit hohem 
Grad an Homologie stabilisiert wird, während sich unter niedrig-stringenten Bedingungen der 
Anteil der nichtspezifischen Hybridisierungen erhöht. Zu den variablen Parametern, die eine 
Hybridisierung in Abhängigkeit der Zeit begünstigen oder verhindern, gehören verschiedene 
Faktoren wie z.B. die Konzentration der Nukleinsäuren, die Ionenstärke (hauptsächlich Na+-
Konzentration), der pH-Wert und die Temperatur. 
Konzentration der Nukleinsäuren 
Die Konzentration der Polynukleotide hat keinen Einfluß auf die Hybridisierung bzw. auf die 
Schmelztemperatur Tm. Bei dieser Temperatur Tm liegen 50 % der Basenpaare denaturiert vor, 
jedoch tritt nicht notwendigerweise eine vollständige Trennung der DNA-Stränge auf. Zunächst 
dissoziieren nur (A+T)-reiche Zonen, während (G+C)-reiche Bereiche weiterhin als Duplexe 
vorhanden sind. Daraus folgt, daß Tm unabhängig von der Konzentration der Polynukleotide ist, 
da der Übergang der Helix zum Einzelstrang intramolekular erfolgt Wet 91. Das Denaturieren von 




der Duplexe im Hybridisierungsexperiment als Einzelstränge vor. Da in diesem Fall das 
Gleichgewicht vorliegt und die Reaktion intermolekular abläuft, ist Tm von der Konzentration der 
Oligonukleotide abhängig. Die Schmelztemperatur Tm nimmt zu, wenn die Konzentration der 
DNA erhöht wird. Um bei verschiedenen Hybridisierungssequenzen gleiche 
Schmelztemperaturen und somit gleiche Reaktionsbedingungen zu erreichen, können die 
Anfangskonzentrationen der Oligonukleotide variiert werden Can 99. Für die Berechnung von 
Schmelztemperaturen gibt es mehrere empirische Näherungen. Die genauste Näherung von Tm 
für kurze DNA:RNA-Hybride wird mit dem Nearest-Neighbor-Model erreicht, die 
sequenzspezifische thermodynamische Daten berücksichtigt Bre 86, Sug 95. Das auf diesem Model 
basierende Programm Melt berechnet die Schmelztemperaturen nach der Gleichung (2.1) bei 
einer definierten Salzkonzentration von 1 M NaCl und unter Berücksichtigung der Enthalpien 









∑ ∆+∆=∆ nn Ann HHH ooo )(  
 
die Summe der Enthalpien der nächsten Nachbarn (z.B. 15 
Nachbarn in einem 16 mer), wobei nn eine der 16 möglichen 
Basenanordnungen (z.B. AA, AC, CA,...) und A die 
Anfangsenthalphie beschreibt. 
∑ ∆+∆=∆ nn Ann GGG ooo )(  die Summe der Freien Energien der nächsten Nachbarn (z.B. 15 
Nachbarn in einem 16 mer), wobei nn eine der 16 möglichen 
Basenanordnungen (z.B. AA, AC, CA,...) und A die Freie 
Anfangsenergie beschreibt. 
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c = molare Konzentration der Gesamt-DNA bzw. 
C = Anfangskonzentration der im Überschuß vorliegenden 
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Die Werte, die für die Berechnung der Enthalpien ∆H° und Freien Energien ∆G° in 
Abhängigkeit der Sequenz (d.h. der nächsten Nachbarn) verwendet werden, sind in der Software 
unter "Definition" zu finden. In dem Fall, daß die Konzentrationen der komplementären 
Einzelstränge zu Anfang der Reaktion gleich groß sind, wird die gesamte Anfangskonzentration 
c der beiden komplementären Nukleinsäuren eingesetzt. Liegt eine der beiden Komponenten im 
Überschuß vor, vereinfacht sich der Term CT/4 zu C, die Anfangskonzentration der Komponente, 
die im der Überschuß vorliegt. Das Rechenprogramm Melt ist innerhalb des Arbeitskreises von 





In Lösung ist DNA aufgrund der Phosphodiesterbrücken ein stark negativ geladenes Molekül. 
Die Nähe der beiden Einzelstränge erzeugt eine starke Coulomb'sche Abstoßung. Monovalente 
Kationen tragen zu Stabilisierung der Hybride bei, indem sie die negative Ladung des 
Phosphatsrückgrats zu mindestens partiell kompensieren. Höhere Ionenstärken erhöhen damit 
die Stabilität des Doppelstranges. Zudem bewirkt eine geringe Salzkonzentration (weniger als 
0,1 M Natriumionen) eine Herabsetzung in der Hybridisierungsgeschwindigkeit, während bei 
einem Anstieg auf 0,2 M Natriumionen eine 5- bis 10-fach höhere Reaktionsrate beobachtet 
wird. Auch die Zugabe von Polymeren wie z.B. Dextransulfat, Polyacrylsäure oder 
Polyethylenglykol erhöhen die Reaktionsgeschwindigkeit der Hybridisierung, da Polymere einen 
wasserentziehenden verdrängenden Einfluß haben und somit die effektive Konzentration an 
Nukleinsäuren erhöhen Wet 91. Denaturierenden Reagenzien wie z.B. Harnstoff und Formamid 
hemmen dagegen die Ausbildung von Wasserstoffbrücken und schwächen somit die 
Helixstabilität. Da sie die Schmelztemperatur signifikant erniedrigen (1 % Formamid erniedrigt 
Tm um 0.7°C McC 69), werden sie häufig eingesetzt, um die Stringenz der Hybridisierung zu 
variieren. 
pH-Wert 
Unter physiologischen, fast pH-neutralen Bedingungen liegen die Nukleinsäuren als Polyanionen 
vor. Die Hybridisierung findet zwischen Polynukleotiden statt, auch wenn die Moleküle netto 
negativ geladen sind, denn eine Stabilisierung wird mit Kationen erreicht (s.o.). Im aziden 
beziehungsweise im alkalischen Bereich werden die Basen ionisiert. Dabei kommt es durch 
Zugabe von Säure zur Fällung von Nukleinsäuren, vor allem von dsDNA. Im alkalischen 
Bereich erhöhen sich die Abstoßungskräfte der negativen Ladungen am Phosphatrückgrad 
gegenüber der thermodynamischen Stabilität der Hybride. Dies wird zur Dissoziation der 
Hybride von dsDNA genutzt, während bei Arbeiten mit RNA die alkalische Hydrolyse eintritt 
(vgl. Kapitel 2.1.1). 
Temperatur 
Allgemein haben hohe Temperaturen einen gegenteiligen Effekt auf die Stabilisierung der 
Hybride im Vergleich zu hohen Salzkonzentration. Die Wahl der Temperatur ist der 
wahrscheinlich am häufigsten und einfachste zu verändernde Parameter, der eine Hybridisierung 
entweder begünstigen oder verhindern kann. Die optimale Hybridisierungstemperatur für kurze 
Oligonukleotide liegt für stringente Bedingungen 5°C bis 12°C niedriger als Tm Sam 01. 
 
Unter stringenten Bedingungen kann eine Hybridisierung in vitro-RNA an einer spezifischen, 
immobilisierten Nukleinsäuresequenz erfolgen und wird in dieser Arbeit zur Isolierung und 





2.2 RNA IN VITRO-TRANSKRIPTION 
Die Funktion des Erbmaterials besteht u.a. darin, die Information über den Aufbau einer großen 
Vielfalt an Proteinen weiterzugeben. Der Fertigungsprozeß läßt sich in die Transkription und die 
Translation einteilen: in der Transkription wird die Information der DNA auf die RNA und dann 
in der Translation von der RNA auf die Proteine übertragen. In der vorliegenden Arbeit wird die 
in vitro-Transkription als alternatives Herstellungsverfahren zur kostenaufwendigen chemischen 
Synthese von definierten RNA-Molekülen genutzt. In der in vitro-Transkription entsteht in 
einem kontinuierlichen zyklischen Verfahren von einem spezifischen DNA-Abschnitt 
(Template) mit Hilfe von RNA-Polymerasen ein RNA-Strang, dessen Sequenz einem Strang der 
DNA-Doppelhelix entspricht. Die in dieser Arbeit verwendeten Bakteriophagen T7 RNA-
Polymerase erkennen in dem DNA-Template eine spezifische Startsequenz, den 
Promoterbereich, und katalysiert aus Ribonukleosidtriphosphaten (NTPs) die RNA-Synthese Mel 
84, Mil 87. Die enzymatische Reaktion läßt sich in drei Abschnitte einteilen, die im folgenden näher 
erläutert werden. 
2.2.1 Charakteristische Eigenschaften der in vitro-Transkription 
Die in vitro-Transkription läßt sich in drei Phasen einteilen: Initiation, Elongation und 
Termination. In der Initiationsphase entsteht ein Komplex aus Polymerase, DNA-Strang und 
entstehender RNA, nachdem der Promoterbereich im DNA-Doppelstrang in einem Prozeß, der 
noch nicht genau bekannt ist, in einem Bereich von etwa 14 Basen dissoziiert. In dieser instabilen 
Phase entstehen durch schrittweise Verknüpfung der NTPs in 5'→3'-Richtung häufig kurze 
RNA-Produkte von maximal 12 Nukleotiden (abortive cycling), da die Dissoziation des 
Komplexes mit der stabileren Phase der Elongation konkurriert Mar 88, Lin 89, Dia 96. Ein weiteres 
Phänomen in der Initiationsphase ist das Vor- und Zurückspringen der RNA-Polymerase entlang 
der DNA (slippage). Martin et al. konnte mit der T7 RNA-Polymerase und GTP als einziger 
NTP-Quelle kurze RNA-Oligonukleotide bis zu 14 G-Basen (G-Leitern) nachweisen. Dafür ist 
ein DNA-Template notwendig, dessen Startsequenz für die RNA mit drei Gs beginnt: die 
wachsende RNA Kette springt somit wiederholt um eine Base nach hinten, während der 
Komplex aus DNA-Strang, nativer RNA und Enzym bestehen bleibt Mar 88. Es wurde bislang 
angenommen, daß dieses Verhalten der RNA-Polymerase dann auftritt, wenn nur eine begrenzte 
Menge einer der NTPs in der in vitro-Transkription eingesetzt wird Mar 88, Cun 91. Der genaue 
Übergang der Initiation zur Elongation ist bislang nicht genau verstanden, jedoch wandert die 
RNA-Polymerase und somit der Komplex in dieser Phase nach der Inkorporation von etwa acht 
bis 12 Nukleotiden in einer Transkriptionsblase am DNA-Strang weiter. In der Literatur wird 
beschrieben, daß weitere Arten von Vor- und Zurückspringen der T7- und T3-RNA-Polymerasen 
entlang der DNA beobachtet worden sind: in einer RNA-Sequenzen traten kürzere bzw. längere, 
nicht-komplementäre U-Wiederholungen auf. Lange dA-Abschnitte im DNA-Template führen 
zu slippage-Produkten McD 93. Die Termination in der in vitro-Transkription ist durch das DNA-
Strangende definiert. Der Komplex, bestehend aus DNA-Strang, Polymerase und entstehender 
RNA, löst sich auf. Dabei katalysiert die RNA-Polymerase zusätzlich die unspezifische Addition 
von NTPs am 3'-Terminus (3'-Heterogenität). In der natürlichen Umgebung wird die Aktivität 




Polymerase auf einen derart erzwungenen Abbruch der Transkription nicht mit einem definierten 
Ende der RNA-Synthese, sondern fügt weitere Ribonukleotide ohne Auswahlregeln an Mil 87. 
 
Die Ergebnisse aus Vorarbeiten im Arbeitskreis zeigen, daß vor allem bei der Verwendung von 
DNA-Plasmiden als Template (pGem-3Zf(+) und pBluescript) und Transkripten mit der Länge 
von 10-40 nt Nebenprodukte entstehen, die bei der Trennung über Gele nicht nachgewiesen 
werden. Mit der Massenspektrometrie ließ sich jedoch eindeutig ermitteln, daß es sich dabei 
auch unter Standardbedingungen um frühe Abbrüche (abortive cycling), homopolymere 
G-Leitern (slippage-Produkte) und unspezifische Addition von NTPs am 3'-Terminus 
(3'-Heterogenitäten) der RNA-Polymerasen (Sp6, T7 bzw. T3) handelt Gro 00b, Spo 00. Diese stören 
in massenspektrometrischen Assays und können daher nicht toleriert werden. Ziel dieser Arbeit 
war es nun zum einen, den Einfluß der verwendeten Template-Sequenz auf die unerwünschten 
Nebenprodukte in der in vitro-Transkription zu untersuchen, um somit Bedingungen zu finden, 
in denen dieses charakteristische Verhalten der RNA-Polymerase unterdrückt wird (vgl. Kapitel 
4.1). Zum anderen wurde eine Aufreinigungsmethode entwickelt, die eine Isolierung der 
gewünschten Produkte erlaubt (vgl. Kapitel 4.2). 
2.3 GENETISCHE HETEROGENITÄTEN 
Das menschlich Genom ist zu 99 % identisch mit dem Schimpansengenom, d.h. es unterscheidet 
sich statistisch nur in jeder hundertsten Base. Vergleicht man die genetische Information zweier 
beliebiger nichtverwandter Menschen, so stellt man fest, daß sie zu 99,9 % identisch ist. Folglich 
sind Variationen in durchschnittlich jeder tausendsten Base vorhanden. Bei einer Größe des 
menschlichen Genoms von etwa drei Milliarden Basenpaaren gibt es daher insgesamt bis zu 
einigen Millionen genetische Heterogenitäten, welche neben den Umwelteinflüssen die Ursache 
für die Individualität des Menschen sind Bro 99. Strukturell kann man zwischen verschiedenen 
genetischen Heterogenitäten unterscheiden: Substitution, Insertion oder Deletion eines oder mehrerer 
Basenpaare. Dabei gehört die Einzelbasensubstitution zu den weitverbreitetsten Veränderungen 
innerhalb des Genoms. Tritt die Einzelbasensubstitution innerhalb einer Populationsstudie mit 
einer minimalen Häufigkeit von 1 % auf, wird diese als Einzelbasenpolymorphismus (single 
nucleotide polymorphism, SNP) definiert. Dazu wird die Allelfrequenz, d.h. die Häufigkeit der 
alternativen Zustandsformen einer DNA-Sequenz (Allel) innerhalb dieser Population ermittelt. 
Die Verfahren zur Bestimmung von Allelfrequenzen in einem DNA-Pool werden in Kapitel 
2.6.4 näher erläutert. SNPs verteilen sich mit unterschiedlicher Dichte über das Genom, wobei 
sich ein Großteil in nichtkodierenden Bereichen befindet. Ohne bisher bekannten, direkten 
Einfluß auf den Organismus werden diese von Generation zu Generation weitervererbt, so daß 
vor allem über sie Verwandtschaftsanalysen durch den genetischen "Fingerabdruck" erstellt 
werden können. Befindet sich aber ein SNP in einem kodierenden oder regulatorischen Bereich 
des Erbgutes, so kann dieser zu einer phänotypischen Veränderung führen. Solche SNPs sind 
von großer medizinischer Bedeutung und nach Abschluß des Humangenomprojektes gewinnt die 
Suche nach solchen Abweichungen innerhalb der genetischen Information der Menschen an 
Gewicht. In den Bereichen der medizinischen Diagnostik steigt daher der Bedarf an einfachen 




stark an und verspricht, in den nächsten Jahren noch weiter zu steigen. Die bislang genutzten, 
klassischen Verfahren zur Resequenzierung in Kombination mit MALDI-MS werden in Kapitel 
2.6.4 vorgestellt. Im folgenden Kaptitel werden zunächst die wichtigsten Sequenzierungs-
methoden vorgestellt, die zur direkten Bestimmung der Abfolge der Nukleobasen in einem 
DNA-Abschnitt dienen.  
2.3.1 Methoden zur Sequenzierung von DNA 
Die Aufklärung der Doppelhelixstruktur der DNA durch Watson und Crick Wat 53 und die 
Entwicklung der Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) zur 
Vervielfältigung von DNA durch Mullis stellen die Grundlagen für eine explosionsartige 
Entwicklung in der Biochemie und Molekularbiologie dar Sai 85, Mul 87. Die Prinzipien der PCR 
werden in Kapitel 3.2.2 kurz erläutert. Den Höhepunkt stellt die Sequenzierung der drei 
Milliarden Basenpaare und die Identifizierung eines erheblichen Teils der ca. 30000 Gene des 
menschlichen Genoms im Rahmen des Humangenomprojektes mit der Sanger-Methode dar, die 
im folgenden weiter beschrieben wird. 
Sanger-Sequenzierung 
In der von Sanger entwickelten kontrollierten Unterbrechung der enzymatischen Replikation 
werden neben den vier Desoxynukleosidtriphosphaten (dNTPs) in einem vorgegebenen 
Prozentsatz 2',3'-Didesoxyribonukleosidtriphosphate (ddNTPs) als Terminatoren in einem PCR-
ähnlichen Verfahren eingesetzt San 77. Nach vier Reaktionen mit radioaktiv, Biotin- oder 
Fluoreszein-markierten ddNTP werden beim klassischem Verfahren die resultierenden 
statistischen Kettenabbruchfragmente in vier parallelen Spuren eines hochauflösendem 
Polyacrylamidgels getrennt. Die DNA-Sequenz wird mit Hilfe der Markierung aus den sich 
ergebenden Bandenmustern in den vier Spuren abgelesen. Die heute gebräuchliche Verwendung 
von vier verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen erlaubt die Durchführung der vier Reaktionen in 
einem Gefäß und Auftrennung und Detektion in einer Spur Gla 97. In dieser klassischen DNA-
Sequenzierung werden somit 400 bis 800 Basen pro Reaktionsansatz bei 35 Spuren mit 
Sequenzierautomaten entschlüsselt. Ein Durchbruch gelang mit der technischen Entwicklung der 
Kapillarelektrophorese, in der zur Separation der Kettenabbruchfragmente linear polymerisierte 
Gele in Glaskapillaren statt Glasplatten eingesetzt werden. Damit werden nun Sequenzierungs-
raten von 1300 Basen innerhalb von zwei Stunden erreicht Zho 00.  
Chemische Sequenzierung nach Maxam und Gilbert 
Neben dieser enzymatischen Methode gibt es zusätzlich die chemische Sequenzierung nach 
Maxam und Gilbert Max 77. Zunächst erfolgt eine Modifizierung der Purin- und Pyrimidinbasen 
durch eine Reaktion mit Dimethylsulfat bzw. Hydrazin. Dabei werden die Bedingungen so 
gewählt, daß die Reaktion basenspezifisch und durchschnittlich einmal in der 5'-terminalen 
markierten DNA stattfindet. Die Purine Guanin und Adenin werden mit Dimethylsulfat 
methyliert. Anschließend wird die N-glykosidische Bindung durch Erhitzen im neutralen Bereich 
gespalten. Das DNA-Rückgrat wird danach bei G durch Erhitzen in alkalische Behandlung 




werden durch Behandlung mit Hydrazin abgespalten. Anschließend bricht das DNA-Rückgrat an 
diesen Stellen in Gegenwart von Piperidin, während zusätzlich eine hohe Salzkonzentration nur 
zu der Spaltung von C führt. Vier unabhängige Reaktionen führen zur partiellen Spaltung nur bei 
G, bei A und G, bei C oder bei C und T. Die am 5'-Terminus markierten Produkte werden mit 
Hilfe der Polyacrylamidgelelektrophorese in parallelen Spuren analysiert. So ergibt sich, wie bei 
der Sanger-Sequenzierung, eine eindeutiges Bandenmuster entsprechend der DNA-Sequenz. Da 
sich die Sanger-Sequenzierung allerdings besser zur Automatisierung eignet, ist die chemische 
Sequenzierung nach Maxam und Gilbert mittlerweile nahezu verdrängt. 
2.4 MASSENSPEKTROMETRIE 
Das Prinzip eines massenspektrometrischen Verfahrens ist die Freisetzung und die Ionisierung 
des Analyten aus seiner Umgebung in die Gasphase. Anschließend werden die Ionen in einem 
elektrischen Feld beschleunigt und nach ihrer Masse bzw. dem Verhältnis von Masse zu Ladung 
(m/z) separiert und detektiert. Bereits in den 60er Jahren konnten Untersuchungen zur 
Strukturaufklärung und Charakterisierung der Nukleinsäurekonstituenten (Nukleobasen, 
Nukleoside, Nukleotide), insbesondere von modifizierten Nukleobasen mit den klassischen 
Verfahren der Elektronenstoß-Ionisierung (Electron Impact Ionisation, EI) und der Chemischen 
Ionisierung (Chemical Ionisation, CI) erfolgreich durchgeführt werden Bie 62, Cra 90, McC 90. In 
diesen Verfahren werden organische und anorganische neutrale Substanzen analysiert, die sich 
unzersetzt oder unter Bildung charakteristischer Fragmente im Hochvakuum thermisch 
verdampfen lassen. Die Ionisierungen erfolgen bei der EI durch Elektronenstöße bzw. bei der CI 
über Ionen-Molekül-Reaktionen mit Hilfe eines Gases. Dabei werden im allgemeinen 
Zerfallsprozesse induziert, da die Energieübertragung bei den Stößen die Ionisierungsenergien 
der organischen Moleküle um ein Vielfaches übersteigt. Daher konnten erst mit der 
Felddesorption (FD) ungeschützte Dinukleosidmonophosphate analysiert werden Schu 76. Doch 
der Durchbruch in der Analyse von Oligonukleotiden gelang erst mit der Einführung der noch 
heute gebräuchlichen Plasmadesorptions- (PD-MS), Sekundärionen- (SIMS) und Fast Atom 
Bombardment-Massenspektrometrie (FAB-MS). Die ersten positiven Ionenspektren von plasma-
desorbierten geschützten Oligonukleotiden zeigten vor allem kationisierte Ionen von maximal 
neun Nukleotiden McN 82, Via 88. In den negativen Ionenspektren wurden neben den einfach 
deprotonierten Molekülionen spezifische Fragmentionen detektiert. Die Fragmentionen können, 
ausgehend vom 5'-Terminus oder vom 3'-Terminus, zwei komplementären Serien zugeordnet 
werden. In den SIMS-Spektren von Beavis et al. wurden im positiven Modus Ionen mit Natrium- 
und Cäsium-Anlagerungen und im negativen Modus intakte Molekülionen beobachtet Bea 83. Im 
Jahre 1996 erhöhte Wu et al. die Ionenausbeute in der SIMS, indem der Analyt mit einer 
typischen MALDI-Matrix wie z.B. DHB gemischt wird. Diese Technik matrix-enhanced SIMS 
(ME-SIMS) ermöglichte die Ionisierung von 26-mer DNA mit nur geringer Fragmentierung Wu 
96. Die Pionierarbeit in dem Bereich der massenspektrometrischen Sequenzierung von 
Oligonukleotiden leistete allerdings Grotjahn et al. mit Hilfe der FAB-MS. Anhand der 
Fragmentierungsionen leitete er Regeln zur Sequenzbestimmung ab Gro 82. Die kompletten 
Sequenzinformationen von Oligonukleotiden bis zu 10 nt konnten allerdings nur bei einem 




beschränkte Massenbereich begrenzten die Anwendungen vor allem auf synthetische Nukleotide, 
von denen in der Regel größere Probenmengen vorhanden sind. Es stellte sich heraus, daß unter 
PD- und FAB-MS Bedingungen RNA-Oligomere stabiler sind als Oligodesoxyribonukleotide. 
Obgleich der Bemühungen, den zugänglichen Massenbereich zu erweitern, war das größte 
intakte Oligonukleotid jedoch nur ein RNA 24-mer Mat 86. Eine ausführliche Beschreibung der 
oben genannten Verfahren zur Ionisierung von Oligomeren und insbesondere deren 
Fragmentierungen wird im Übersichtsartikel von Crain wiedergegeben Cra 90. 
 
Mit der Einführung der Elektrospray-Ionisation (ESI) entwickelt von Fenn Fen 89, und der Matrix-
unterstützten Laserdesorptions-/Ionisations-Massenspektrometrie (Matrix-Assisted Laser 
Desorption/Ionization Mass Spectrometry, MALDI-MS) von Karas und Hillenkamp Kar 87, Kar 88 
wurde ein neues Kapitel in der massenspektrometrischen Analyse von Nukleinsäuren 
aufgeschlagen. Die fortlaufende Entwicklung der dazugehörigen Instrumente in Verbindung mit 
optimierten Probenvorbereitungen und Reinigungsmethoden hat zu einer drastischen Zunahme 
des zugänglichen Massenbereichs, der Auflösung und der Empfindlichkeit geführt. Für 
detaillierte Informationen sei auf eine Anzahl von Übersichtsartikeln verwiesen Cra 98Cra 96, Nor 96, 
Nor 97. Sowohl ESI- als auch MALDI-MS werden als Verfahren in der Nukleinsäureanalytik 
eingesetzt. ESI eignet sich vor allem zur Untersuchung von nicht-kovalenten Komplexen mit 
Oligonukleotiden, während MALDI-MS eher als Detektionsmethode in Sequenzierungs- und 
Mutations-Screeningverfahren verwendet wird. Da Gegenstand dieser Arbeit die Untersuchung 
von Nukleinsäuren mit MALDI-MS ist, wird zunächst das allgemeine Prinzip von MALDI näher 
beschrieben und anschließend der Stand der Technik in der Nukleinsäureanalytik erläutert. 
2.5 MATRIX-UNTERSTÜTZTE LASER DESORPTION/IONISATION (MALDI) 
2.5.1 Entwicklung der MALDI-MS 
MALDI-MS ist von Karas und Hillenkamp aus der Laser-Desorption/Ionisation (LDI-MS) 
entwickelt worden Kar 85. Bei der Analyse von aromatischen und aliphatischen Dipeptiden 
entdeckten Karas und Hillenkamp, daß aromatische Aminosäuren, die in der Lage waren, die 
verwendete Laserwellenlänge von 266 nm zu absorbieren, eine beträchtlich niedrigere 
Laserbestrahlung zur Desorption benötigten. Darüber hinaus entstanden bei dieser geringen 
Laserbestrahlung Molekülionen von aliphatischen Aminosäuren, sobald sie zusammen mit den 
aromatischen Aminosäuren analysiert wurden. Der Schlüssel für eine geringere Laserbestrahlung 
und weniger Fragmentierungsprodukte war der Zusatz einer absorbierenden organischen 
Verbindung, der sogenannten Matrix. Die Verwendung einer Matrix ermöglichte eine drastische 
Zunahme des zugänglichen Massenbereichs von vorher nur 1000 u in der LDI zu 106 u in der 
MALDI-MS Kar 88. 
Für eine MALDI-Analyse wird die Analytlösung mit einem hohen molaren Überschuß einer 
kleinen organischen Substanz gemischt, die als Matrix fungiert. Typischerweise liegt das molare 
Matrix-Analyt-Verhältnis zwischen 103 und 106. Die organischen Verbindungen weisen eine 
hohe Absorption für die jeweils verwendete Laserwellenlänge (UV-Laser oder IR-Laser) auf. In 




Laser: 3-15 ns; IR-Laser: 6-200 ns) hoher Intensität (106-107 W/cm2) bestrahlt. Die eingebrachte 
Energie führt zu einer explosionsartigen Expansion eines kleinen, angeregten Probenvolumens 
aus der kondensierten Phase (vgl. Abbildung 2.3). Dabei entstehen Teilchen der 
unterschiedlichsten Art wie z.B. Cluster, Tröpfchen, Fragmente und isolierte intakte Analyt- und 
Matrixmoleküle, die elektrisch neutral oder geladen sein können. Die Ionen werden in einem 
elektrischen Feld beschleunigt und anschließend entsprechend ihres m/z-Verhältnisses im 
Massenanalysator getrennt und am Detektor nachgewiesen. Die Prozesse, die zur 
Desorption/Ionisation der Analytmoleküle und zum Übergang in die Gasphase führen, sind 
bisher nur teilweise verstanden und werden nach wie vor unter Annahme verschiedener Modelle 
diskutiert Kno 96, Zen 99, Kar 00, Roh 02, Dre 03, Kar 03. 
Abbildung 2.3: Schematische Darstellung des MALDI-Prozesses: Absorption des gepulsten Laserlichtes führt 
zur Plumeexpansion 
2.5.2 Die Rolle der Matrix 
Voraussetzung für eine erfolgreiche MALDI-Analyse ist eine von der verwendeten Laserwellen-
länge und der biologischen Verbindungsklasse abhängige, geeignete Matrix. Obgleich für die 
UV-MALDI und IR-MALDI grundsätzlich unterschiedliche Prozesse angenommen werden 
müssen (UV: elektronische Anregung; IR: Anregung der Molekülschwingungen), können die 
wichtigsten drei allgemeinen Funktionen der Matrix wie folgt beschrieben werden: 
1. Isolierung der Analytmoleküle 
2. Absorption der Laserenergie für die Desintegration und Ionisation 
3. Beteiligung an der Ionisation der Analytmoleküle 
 
Alle Matrixsubstanzen sind kleine organische Verbindungen und besitzen im Bereich der 
eingestrahlten Laserwellenlänge eine starke resonante Absorption. Weitere Kriterien für eine 
geeignete Matrix sind gute Löslichkeit und eine gewisse Vakuumstabilität. Trotzdem beruht die 
Suche nach geeigneten Matrizes bisher noch auf ausschließlich empirischen Untersuchungen, da 
die komplexen Prozesse der Desorption/Ionisation noch nicht geklärt werden konnten. Für die 
massenspektrometrischen Untersuchungen von Peptiden, Proteinen und Kohlenhydraten im UV-












wie z.B. Sinapinsäure (SA) und α-cyano-4-Hydroxyzimtsäure (HCCA). Zur Analyse von DNA 
hat sich 3-Hydroxypicolinsäure (3-HPA) etabliert Wu 93. Daneben finden verschiedene Isomere 
des Trihydroxyacetophenons (2,3,4-THAP und 2,4,6-THAP) in der RNA-Analyse Anwendung 
Zhu 96a. Zusätzlich werden die Matrixsubstanzen häufig mit Additiven versetzt. Das bekannteste 
Beispiel ist „superDHB“ (DHBs), die aus 2,5-DHB und 2-Hydroxy-5-methoxybenzoesäure in 
einem Massenverhältnis von 9:1 zusammengesetzt ist Kar 93. Die Gemeinsamkeit der UV-
Matrizes zeichnet sich durch einen substituierten aromatischen Ring aus, der im Bereich der 
UV-Laserwellenlänge von 266 nm bis 355 nm elektronisch angeregt wird. Die Matrizes in der 
IR-MALDI absorbieren die eingebrachte Laserenergie durch Anregung der 
Molekülschwingungen wie z.B. der Streckschwingungen der Hydroxyl- und Aminogruppen in 
einem Wellenlängenbereich von 3 µm bis 10 µm. Als IR-Matrix hat sich neben der 
Festkörpermatrix Bernsteinsäure vor allem die Flüssigmatrix Glycerol durchgesetzt Ove 90, Ove 91, 
Ber 97.  
 
Neben der geeigneten Matrix ist die Probenpräparation entscheidend für eine erfolgreiche 
MALDI-Analyse. Abhängig von der Substanzklasse und der Matrix haben sich eine Vielzahl an 
Präparationsmethoden entwickelt. Zwei davon, die sogenannte dried-droplet- und die 
Dünnschicht-Präparation (thin-layer-Präparation), haben sich als Standardverfahren etabliert. In 
der dried-droplet-Präparation werden häufig gut wasserlösliche Matrizes wie z.B. 2,5-DHB, 
3-HPA und Bernsteinsäure eingesetzt Str 91. Dabei werden 0,5 µl bis 2,5 µl einer Matrixlösung 
(10-1 M) mit 0,5 µl bis 1,5 µl Analytlösung (10-4 M bis 10-8 M) gemischt und im Luftstrom 
getrocknet. Nach Abdampfen des Lösungsmittels bildet sich eine kristalline Struktur mit einem 
grobkristallinen Rand und einem mikrokristallinen Mittelbereich aus. Substanzklassen wie z.B. 
Proteine und Nukleinsäuren werden überwiegend protoniert am grobkristallinen Rand 
nachgewiesen. Analytmoleküle wie z.B. Zucker und Polymere werden als kationisierte Ionen aus 
dem mittleren mikrokristallinen Bereich detektiert. Entscheidend für den Kristallisationsprozeß 
ist das verwendete Lösungsmittel und dessen Verdampfungsrate. Deutlich wird das in der 
Dünnschicht-Präparation, bekannt auch unter der fast-evaporation-Methode, in der diese 
Eigenschaft leicht flüchtiger organischer Lösungsmittel genutzt wird Vor 94. Die wasserunlösliche 
Matrix wie z.B. HCCA wird dabei möglichst hoch konzentriert in Aceton oder Acetonitril gelöst. 
Nach der Aufbringung breitet sich das Gemisch aufgrund der geringen Oberflächenspannung 
aus. Es entsteht nach Abdampfen des Lösungsmittels eine homogene, mikrokristalline dünne 
Schicht, auf die eine wässrige Analytlösung nachträglich aufgetragen wird. Vorteil dieser 
Präparation ist die hohe Reproduzierbarkeit von Stelle zu Stelle und eine hohe Empfindlichkeit 




2.5.3 Prinzip und Eigenschaften der MALDI-MS 
Zunächst wird das allgemeine Prinzip der MALDI-Flugzeitmassenspektrometrie beschrieben. 
Die daraus resultierenden Eigenschaften gaben den Anstoß zur Entwicklung verschiedener 
Verfahren, die zu drastischen Verbesserungen in der Auflösung führten. Das in dieser Arbeit 
verwendete MALDI-Flugzeitmassenspektrometer wird in Kapitel 3.3.3 näher erläutert und ist in 
Abbildung 3.4 schematisch dargestellt. 
 
In der Ionenquelle werden die durch einen Laserimpuls desorbierten und ionisierten 
Analytmoleküle infolge elektrischer Felder aus der Desorptionswolke (plume) extrahiert, 
gebündelt und beschleunigt. Da die Ionen die gleiche Potentialdifferenz durchlaufen, erhalten die 
Ionen mit gleicher Anzahl z der Elementarladung e die gleiche kinetische Energie Ekin 
proportional der Beschleunigungsspannung U (Gl. 2.2a). Daraus folgt für Ionen mit 
verschiedenen m/z-Verhältnissen unterschiedliche Geschwindigkeiten (Gl. 2.2b). 
(Gl. 2.2a) Ekin = ½·m·v2 = z·e·U = Epot  (Gl. 2.2b) m
Uez ⋅⋅⋅= 2v  
mit m = Masse des Ions 
  v = Geschwindigkeit des Ions nach der Beschleunigungsstrecke 
 
Die Ionen werden anschließend in einem Massenanalysator entsprechend ihrem m/z-Verhältnis 
bzw. ihren Geschwindigkeiten getrennt. Hierfür bietet sich die Kombination mit einem 
Flugzeitmassenspektrometer (time of flight, TOF) als Analysator an, da MALDI aufgrund des 
Laserimpulses ein diskontinuierliches Verfahren ist. Weitere Vorteile des TOF-Systems sind der 
theoretisch unbegrenzte Massenbereich, eine hohe Transmission und die hohe Empfindlichkeit. 
Die Trennung der Ionen im TOF erfolgt in Abhängigkeit ihres m/z-Verhältnisses, da kleinere 
Ionen schneller als größere Ionen mit gleicher Ladung die feldfreie Strecke L durchlaufen. Die 
Gesamtflugzeit t der Ionen zwischen Ionenquelle und Detektor kann in erster Näherung unter 
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Daraus läßt sich direkt die Masse der Ionen bestimmen, da die Flugzeit proportional der Wurzel 
aus dem Verhältnis der Masse zur Ladung ist (Gl. 2.3a). Die allgemeinste Form für die Flugzeit 
(Gl. 2.3b) berücksichtigt weitere Faktoren wie z.B. gerätespezifische Konstanten, Verweildauer 
der Ionen in der Ionenquelle und Verzögerungen des Detektionssystems durch verallgemeinerte 
Parameter A und B. Die Konstanten A und B können durch Massenkalibrierung mit mindestens 
zwei Substanzen bekannter Masse bestimmt werden. 
 
Zur Beschreibung und als ein Maß der Qualität in der massenspektrometrischen Analyse dienen 
die Massenauflösung sowie die Genauigkeit und Richtigkeit der Massenbestimmung. Die 




lassen. Für die TOF-Massenspektrometrie wird im allgemeinen die Massenauflösung (R) als das 
Verhältnis der experimentell bestimmten Masse (m) und der Halbwertsbreite des Signals (δ m: 
full width at half maximum, FWHM) definiert: 
m
mR δ= . 
Die Genauigkeit (precision) ist ein Maß für die Reproduzierbarkeit der Messung und bezeichnet 
die Standardabweichungen einzelner Meßwerte innerhalb einer Meßreihe. Die Richtigkeit 
(accuracy) beschreibt die Abweichung der gemessenen von der tatsächlichen Masse und ist unter 
anderem abhängig von der Probenpräparation. Mit Hilfe der Dünnschicht-Präparation (vgl. Kapitel 
2.5.2) und den unten aufgeführten Auflösungsverbesserungen werden Messungen mit einer 
Richtigkeit von 5 ppm bis 50 ppm erzielt Vor 94, Rus 97. Das MALDI-Verfahren zeichnet sich 
zudem durch seine hohe Empfindlichkeit aus. Die typischen Probenmengen in einer MALDI-
Analyse für Proteine liegen im unteren Pico- bis mittleren Femtomolbereich. Die abgetragene 
Menge pro Laserschuß liegt im Vergleich dazu im unteren Atto- bis Zeptomolbereich Str 91, Jes 94 . 
2.5.4 Methoden der Auflösungsverbesserung 
Mit linearen TOF-Massenspektrometern und bei statischer Ionenextraktion (ohne zeitlich 
verzögerte Extraktion) bleibt die Massenauflösungen im Peptidbereich (kleiner als 3⋅103 u) auf 
weit unter R << 1000 beschränkt. Dies auf eine zeitliche und energetische Verteilung der Ionen 
mit gleichem m/z-Verhältnis im Desorptions-/Ionisationsprozeß zurückzuführen. Diese entstehen 
zum einen durch eine Verteilung bei der Entstehung (Ortsfehler) und der Startzeiten der Ionen, 
da die Bildung der Ionen innerhalb eines Intervalls stattfindet. Zum anderen besitzen Ionen 
gleicher Massen unterschiedliche Geschwindigkeiten, da auch die Startgeschwindigkeiten bei 
gleichen m/z-Verhältnis eine Verteilung aufweisen (Anfangsenergieverteilung). Zusätzlich führt 
die hohe Teilchendichte im plume zu einer Abschirmung des Beschleunigungsfeldes. Dies führt 
zu einer Signalverbreiterung und Verschlechterung in der Massenauflösung. Im folgenden 
Abschnitt werden zwei Verfahren kurz erläutert, die zur Auflösungsverbesserung beitragen. 
Derzeit werden auf diese Weise maximale Massenauflösungen in der MALDI-TOF-Analyse von  
10000 bis 25000 erreicht Fra 97, Kov 02.  
 
Die Verzögerte Ionenextraktion (delayed extraction, DE) oder auch time-lag-focusing genannt 
kompensiert teilweise die Anfangsenergieverteilung der Ionen und wurde bereits 1955 von 
Wiley und McLaren Wil 55 entwickelt. 1995 wurde es erfolgreich von verschiedenen 
Arbeitsgruppen im MALDI-Prozeß eingesetzt Bro 95, Ves 95, Whi 95. Ionen mit gleichem m/z-
Verhältnis aber verschiedenen Anfangsenergien nehmen im statischen Extraktionsfeld mit einer 
permanent angelegten Potentialdifferenz die gleiche Menge an Energie auf und werden 
demzufolge zu unterschiedlichen Zeiten detektiert. Der Einsatz eines gepulsten Extraktionsfeldes 
kompensiert die Verteilung der Anfangsenergien und Geschwindigkeiten in erster Näherung. 
Dazu wird das elektrische Feld in der Ionenquelle in ein Extraktions- und Beschleunigungsfeld 
eingeteilt: zunächst breiten sich die Ionen für eine kurze Zeit (etwa 30 ns bis 15 µs) im feldfreien 
Raum (UExtraktion = UTarget) aus, um anschließend im Extraktionsfeld durch eine angelegte 




maximal 25 kV beschleunigt zu werden. Die Ionen mit höheren Startgeschwindigkeiten sind 
tiefer in den feldfreien Raum eingedrungen und erhalten bei der Extraktion aufgrund der 
Wegdifferenz eine geringere kinetische Energie als langsamere Ionen. Bei geeigneter Wahl der 
Verzögerungszeit und der Extraktionsspannung erreichen somit Ionen mit gleichen m/z-
Verhältnis aber unterschiedlichen Anfangsenergien gleichzeitig den Detektor. Allerdings sind 
die Einstellungen immer nur für kleine Massenbereiche optimal. 
Das Reflektorflugzeitmassenspektrometer (Ref-TOF-MS) wird zur Verbesserung der Auflösung 
eingesetzt, da die Verteilung der Anfangsenergien bei Ionen mit gleichem m/z-Verhältnis zum 
Teil aufgehoben werden kann. Dazu wird die feldfreie Strecke durch ein elektrisches Gegenfeld 
(Reflektor) geteilt, so daß Ionen umgelenkt werden. Schnellere Ionen mit größeren 
Anfangsenergien dringen tiefer in das Feld ein als Ionen mit niedriger kinetischen Energie. Sie 
kehren später im Reflektor um und haben somit auch eine längere Flugzeit: schnellere Ionen 
erreichen zeitgleich mit den langsameren Ionen den Detektor. Der Weg- und Laufzeitunterschied 
der Ionen ist weitgehend unabhängig von der Masse, so daß ein großer Massenbereich optimal 
detektiert werden kann.  
In dieser Arbeit wurde jedoch von diesen beiden Methoden zur Auflösungsverbesserung nur DE 
verwendet. Die Fragmentierungen der Nukleinsäuren verhindern eine Auflösungsverbesserung 
im Reflektormodus; dies wird im nächsten Abschnitt und in Kapitel 2.6.2 näher erläutert. 
2.5.5 Fragmentierungen im MALDI-Prozeß  
Obwohl es seit der Entwicklung von MALDI möglich ist, große Biomoleküle 
massenspektrometrisch zu untersuchen, werden neben intakten Ionen auch Fragmentierungs-
produkte beobachtet. Diese entstehen entweder in der Ionenquelle oder auch in der feldfreien 
Strecke durch Stöße untereinander oder mit Restgas- und Matrixmolekülen oder, wichtiger noch, 
durch spontane Zerfälle nach erhöhter innerer Anregung beim Desorptionsprozeß. Der 
Fragmentierungsprozeß wird entschieden durch die Laserwellenlänge, Bestrahlungsstärke und 
die verwendete Matrix beeinflußt. In der UV-MALDI induziert die Matrix 3-HPA weniger 
Fragmentierungen als die α-cyano-4-Hydroxyzimtsäure (HCCA), während die 2,5-
Dihydroxybenzoesäure (2,5-DHB) eine Mittelstellung einnimmt. Allgemein verringern 
Fragmentionen zusätzlich zu den oben aufgeführten Faktoren die Nachweisempfindlichkeit, die 
Massenauflösung und den zugänglichen Massenbereich. Dabei wird abhängig vom Zerfallsort 
und –zeitpunkt zwischen prompter und metastabiler Fragmentierung unterschieden. Prompte 
Fragmente entstehen unmittelbar bei der Bildung der Vorläuferionen in sehr kurzer Zeit 
verglichen mit der Beschleunigungszeit. Daher durchlaufen prompte Fragmente die gleiche 
Potentialdifferenz wie die intakten Ionen und werden entsprechend ihres tatsächlichen m/z-
Verhältnisses in Linear- als auch Reflektor-TOF-Analysatoren detektiert. Diese Art der 
Fragmentierung wird allerdings unter Standardbedingungen kaum beobachtet, während 
metastabile Fragmentierungen der Ionen fast immer im MALDI-Prozeß auftreten und in den 
unterschiedlichen Bereichen des Massenspektrometers entsprechend einer langen Zeitskala 
entstehen können. Die metastabilen Fragmentionen, die in der feldfreien Strecke zerfallen (post-
source-decay, PSD), besitzen bei gleicher Geschwindigkeit geringere kinetische Energie als ihre 
Vorläuferionen proportional zum Massenverlust. Im Linear-TOF-Analysator treffen beide Ionen 




Reflektor-TOF-Analysators werden die Ionen allerdings entsprechend ihrer kinetischen Energie 
unterschiedlich im elektrischen Gegenfeld gebremst. Fragmentionen mit geringer 
Massendifferenz zum Vorläuferion wie z.B. durch Verlust von H2O, NH3 oder einer Base bei 
größeren Oligonukleotiden werden in Spektren, die mit einem Ref-TOF aufgenommen wurden, 
als Flanke des Vorläuferionensignals zu niedrigen Massen hin detektiert. Deshalb wurden alle 
Messungen in dieser Arbeit im Linearmodus durchgeführt. Fragmentionen mit größeren 
Massendifferenzen zu ihren Vorläuferionen werden vom Reflektor entweder nicht ausreichend 
aufgelöst und erscheinen als Rauschuntergrund im Spektrum oder verfehlen den Detektor ganz. 
Der metastabile Zerfall verläuft nach einem ganz spezifischen Muster abhängig von der Struktur 
der Analyten. Dies wird in der PSD-MALDI ausgenutzt, indem die Fragmentionen durch 
stufenweises Herabsetzen des Reflektors massenspektrometrisch untersucht werden Spe 92, Kau 93. 
Während die Masseninformationen zur Sequenzanalyse von Peptiden und kleinen Proteinen 
herangezogen werden können Kau 95, liefert das PSD-Verfahren Informationen über den 
Mechanismus der metastabilen Fragmentierung von Nukleinsäuren (vgl. Kapitel 2.6.2) Gro 98, Gro 
01. 
2.6 MALDI-MS VON NUKLEINSÄUREN: STAND DER TECHNIK 
Erst Ende der 80er Jahre wurde die Analyse von großen Biomolekülen mit der Einführung der 
massenspektrometrischen Verfahren wie ESI- und MALDI-MS möglich. Dabei zeichnet sich 
gerade MALDI durch seine charakteristischen Eigenschaften wie hoher Empfindlichkeit, großem 
Massenbereich, relativ hoher Toleranz gegenüber Kontaminationen wie Salzen, Puffern und 
Detergenzien sowie simultanem Nachweis von komplexen Mischungen gegenüber anderen 
massenspektrometrischen Verfahren (FAB-, ESI-MS) besonders aus. Daher wurde MALDI-MS 
im Bereich der Proteinanalytik innerhalb kurzer Zeit routinemäßig mit großen Erfolg eingesetzt. 
Dagegen war die MALDI-Analyse von Nukleinsäuren zunächst aufgrund der hohen 
Kationenaffinität und der Fragmentierungen im Desorptions-/Ionisationsprozeß der 
Nukleinsäuren mit großen Schwierigkeiten verbunden. Erst zahlreiche Untersuchungen 
hinsichtlich der Probenpräparation, die eine Anlagerung der Kationen verringerten sowie die 
Verwendung einer geeigneten Matrix und Laserwellenlänge, deren Kombination die 
Fragmentierung der DNA einschränkt, haben wesentliche Verbesserungen erzielt, die im 
folgenden erläutert werden. Die daraus resultierenden Anwendungen in den Bereichen der 
Sequenzierung und Resequenzierung von Nukleinsäuren werden anschließend zusammengefaßt. 
2.6.1 Probenpräparation 
Die Probenpräparation einschließlich Aufreinigung der Probe gehört sicherlich unabhängig von 
der Substanzklasse zu den Schlüsselschritten in der MALDI-Analyse, doch die 
charakteristischen Eigenschaften der Nukleinsäuren stellen aufgrund der hohen Affinität zu 
Kationen eine besondere Herausforderung dar. Die ubiquitären, monovalenten Alkalimetall-
Ionen (Na+, Ka+) neutralisieren das negativ geladene Phosphatrückgrat der Nukleinsäuren bei der 
Kristallisation der Matrix. Dies führt zu einer Anlagerung der Kationen, welche die Qualität der 
Massenspektren durch geringere Auflösung und damit einhergehender Verlust in der Sensitivität 




Verteilung von multiplen Alkalisalzen, die bei zunehmender Molekülgröße nur noch als 
Einhüllende nachgewiesen werden kann Nor 92, Sch 93. Zugleich wird die Detektion erschwert, da 
sich die Gesamtladung auf mehrere Ionenspezies verteilt und die Signale Gefahr laufen unter die 
Nachweisgrenze zu sinken Str 91. Neben den Produkten enthalten biochemische Reaktionen wie 
z.B. die PCR zusätzlich Puffer, Salze, Enzyme sowie noch nicht umgesetzte 
Nukleosidtriphosphate (dNTPs) und Primer, die nicht kompatibel mit der MALDI-MS sind. 
Dabei wird zwischen Störung im Kristallisationsprozeß, die allgemein dazu führt, daß die 
Qualität der Massenspektren verringert wird bzw. im Extremfall überhaupt keine Ionensignale 
nachgewiesen werden, und der Salzbildung durch Alkalimetallionen unterschieden. Im 
folgenden werden die Aufreinigungsmethoden näher beschrieben, die einen erheblichen Einfluß 
auf die MALDI-MS-Analyse haben und die zum einen die Abtrennung der störenden Zusätze 
(Enzyme, NTPs, Detergenzien) ermöglichen und zum anderen die Anlagerung der Kationen 
unterdrücken. Die Standardaufreinigungsmethoden nach molekularbiologischen Reaktionen wie 
z.B. Ultrafiltration und Ethanolpräzipitation wurden alleine oder in Kombination mit MALDI-
kompatiblen Verfahren in dieser Arbeit angewendet (vgl. Kapitel 3.3.2 und 4.1). 
Matrix-Additive 
Geringe Salzkonzentrationen in der Probe können durch Matrix-Additive wie z.B. 
Diammoniumcitrat oder –tatrat verdrängt werden Pie 93, Cur 93, Zhu 96b. In der Gasphase wird 
Ammoniak freigesetzt und erlaubt somit die Detektion der freien Nukleinsäuren. Für eine 
Mehrkomponentenmatrix aus verschiedenen Derivaten des Trihydroxyacetophenons (THAP) 
konnte Zhu et al. zeigen, daß der Zusatz von Diammoniumcitrat die Intensität der 
Analytionensignale erhöht. Es wird nach wie vor diskutiert, ob dieser Effekt durch eine erhöhte 
Ionisation der Analytmoleküle Zhu 96b, einen effizienteren Einbau in die Matrixkristalle Cur 93 oder 
durch die Reduktion von Kationenheterogenität Pie 93 hervorgerufen wird. Neuere 
Untersuchungen zum Einfluß von verschiedenen Zuckern als Matrix-Additiv legen nahe, daß bei 
ihrer Verwendung die Spektrenqualität weniger von der Laserbestrahlung abhängig ist und Ionen 
auch oberhalb des Schwellwertes für den Ionennachweis mit guter Qualität nachgewiesen 
werden, sobald Fukose oder Fruktose während der Kristallisation von 3-HPA hinzugegeben wird 
Sha 01.  
Kationenaustauscherharz 
Ein effizienter Austausch einfach geladener, metallischer Kationen gelingt durch den Einsatz 
von Kationenaustauscherharzen, die mit Ammonium oder Protonen beladen sind Nor 93. Der 
Austausch der Kationen gegen die Ammoniumionen oder Protonen geschieht in einer 
Gleichgewichtsreaktion. Häufig empfiehlt es sich, sowohl die Matrix als auch die 
Analytmoleküle vor der Präparation über Ionenaustauschersäulen vorzureinigen. Zusätzlich 
unterdrückt die Beimengung eines kleinen Aliquots des Kationenaustauscherharzes direkt in die 
noch nicht getrocknete Probe die Kationenkontamination, welche durch den Probenträger oder 




Miniaturisierte reversed-phase Chromatographie (ZipTip) 
Anstelle der Entfernung von Kationen aus der Lösung kann auch der Analyt selbst aus der 
Lösung isoliert werden. Dies hat häufig den Vorteil, daß auch andere störende Komponenten wie 
z.B. Nukleosidtriphosphate entfernt werden. Mit der Einführung einer miniaturisierten Version 
der Umkehrphasen-Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (reversed-phase high-
performance liquid chromatography, rp-HPLC) entwickelten Kussmann et al. ein schnelles 
Aufreinigungssystem Kus 97. Bei den mittlerweile kommerziell erhältlichen ZipTips (Millipore, 
Bedford, USA) werden Mikrosäulen in einer 10 µl Pipettenspitze eingesetzt, deren Material aus 
einer C18-Phase (0.6 µl Adsorptionsvolumen) besteht und die Anbindung der Analytmoleküle 
ermöglicht. Für die DNA/RNA-Analytik hat sich als Anbindungspuffer Triethylammoniumacetat 
(TEAA-Puffer, pH=7.0) durchgesetzt Kir 98. Die Mobilisierung der Analytmoleküle erfolgt nach 
dem Waschen mit einem Acetonitril-Wasser-Gemisch (v/v = 1/1) oder kann direkt mit der 
Matrixlösung (50 % Acetonitril (v/v)) auf das Target erfolgen. 
Festphasenimmobilisierung 
Diese Aufreinigung erlaubt ebenfalls die Isolierung der Produkte direkt aus dem 
Reaktionsgemisch. In der DNA-Analytik erfolgt dabei die spezifische Anbindung von 
biotinylierter DNA an Streptavidin-beladene Magnetpartikeln Tan 95, Kös 96, Hah 97a, Ros 97a. Das 
System Streptavidin/Biotin hat sich aufgrund der vielseitigen Verwendungsmöglichkeiten in 
vielen Bereichen der Biochemie und Molekularbiologie durchgesetzt, da Streptavidin und Biotin 
sehr stabile nicht-kovalente Komplexe (Kdiss= 10-15 M) bilden. Eine direkte Desorption der 
immobilisierte DNA von Magnetpartikeln ist zunächst einmal sowohl im UV- als auch im IR-
Modus mit einer um Faktor 100 erhöhten Eindringtiefe nicht möglich. Auch in wässriger Lösung 
konnten keine biotinylierten Oligonukleotide analysiert werden. Die Desorption/Ionisation der 
immobilisierten DNA ist erst nach Elution von den Magnetpartikeln durch Temperaturerhöhung 
und unter ammoniakalischen Bedingungen (25 % NH4OH, 60° C) möglich Jur 97. Eine andere 
mögliche Eluierung der biotinylierten Oligonukleotide erfordert den Einsatz von Formamid, 
welches bereits in geringsten Mengen die Matrixkristallisation stört und somit nicht MALDI-
kompatibel ist Hah 97a. Trotzdem haben sich aus diesem Festphasensystem verschiedene 
Strategien zur Aufreinigung von DNA entwickelt: zum einen wurden komplementäre DNA-
Sequenzen nach Hybridisierung an der immobilisierten Sequenz in der MALDI-MS von Tang et 
al. nachgewiesen. Die Denaturierung erfolgte durch die Zugabe der Matrix 3-HPA (pH = 4,5) 
sowohl zu Oligonukleotid-beladenen Magnetpartikeln als auch Glaspartikeln (controlled pore 
glass beads, CPG-beads) Tan 95. Eine systematische Studie von Chou et al. zeigte, daß die 
Hydridisierungseffizienz der immobilisierten DNA dabei von der verwendeten Festphase 
abhängig ist. Eine an Agarose gebundene DNA hybridisiert nur zu maximal 35 % mit der 
komplementären DNA, während die Hybridisierung mit biotinylierter DNA, die anschließend an 
Streptavidin-beladene Magnetpartikel gebunden wird, bis zu 80 % Ausbeute ergab. Allerdings 
geht in den notwendigen Waschprozessen bis zu 45 % der komplementären DNA verloren Cho 96. 
Zum anderen kann der immobilisierte DNA-Strang aber auch direkt als DNA-Template für eine 
Sanger-Sequenzierung dienen (vgl. Kapitel 2.3.1 und 2.6.3). Nach Entfernen der überschüssigen 




Produkte direkt von der Festphase desorbiert/ionisiert Kös 96. Der Einsatz von einem biotinylierten 
Primer in der PCR-Reaktion ermöglicht mit der Immobilisierung der PCR-Produkte an eine feste 
Phase die Aufreinigung und Konzentrierung der Probe sowie die Trennung der Doppelstränge. 
Ross und Begrader wiesen so das komplementäre ssDNA 268-mer PCR-Produkt nach 
Denaturierung durch Temperaturerhöhung in der MALDI-Analyse nach Ros 97a. Der Einsatz eines 
biotinylierten Primers hat sich in der DNA-Analytik etabliert, um nach der PCR und 
Aufreinigung durch die Zugabe von einer ammoniakalischen Lösung bei Raumtemperatur einen 
Einzelstrang zu bekommen. Dieser dient anschließend als DNA-Template in der Nukleotid 
Extensionsreaktion (vgl. Kapitel 2.6.4) Bra 97, Jur 97. Für die Immobilisierung von RNA-Molekülen 
gibt es bislang noch kein vergleichbar gutes Konzept, da die RNA unter ammoniakalischen 
Bedingungen, auch mit verkürzten Inkubationszeiten Gro 00a, aufgrund der alkalischen Hydrolyse 
zerfällt. Eine Alternative stellt die Modifizierung in der Transkription der in vitro-RNA durch 
eine Poly-d(A) Sequenz am 5'-Terminus dar, die somit an kommerziell erhältlichen Poly-d(T)-
Magnetpartikeln immobilisiert werden kann. Eine Modifizierung dieser Art konnte in der 
Transkription auch unter verschiedenen Bedingungen nicht erreicht werden Spo 00. Ein anderer 
Ansatz stellt die Hybridisierung von RNA an eine immobilisierte DNA dar, welcher in dieser 
Arbeit näher untersucht werden soll (vgl. Kapitel 2.1.2 und 4.2). 
Nano-Präparation 
In der DNA-Analytik hat sich als Matrix vor allem die 3-Hydroxypicolinsäure (3-HPA) aufgrund 
der geringeren Fragmentierung der Moleküle durchgesetzt (vgl. Kapitel 2.6.2). Ein Nachteil in 
der Standardpräparation der 3-HPA ist jedoch das charakteristische, sogenannte Hot Spot 
Phänomen. Hot Spots sind Stellen innerhalb einer Präparation, die sich im Vergleich zu anderen 
Stellen derselben Präparation durch ein besonders gutes Signal-zu-Rausch-Verhältnis, geringe 
Fragmentierung und eine gute Schuß-zu-Schuß-Reproduzierbarkeit auszeichnen. Die Ursachen 
dieses Phänomens sind bislang noch nicht verstanden. Die Ergebnisse aus den Untersuchungen 
von markierter DNA mit der Konfokalen Laser-Raster-Mikroskopie (confocal laser scanning 
microscopy, CLSM) innerhalb des Arbeitskreises weisen auf keinen Zusammenhang zwischen 
Hot Spots und Einbauverhalten der DNA in die Matrix hin. Die Kristalldicke von 3-HPA 
schwankt zwar sehr stark und liegt zwischen 4 µm und fast 20 µm, jedoch konnte eine 
inhomogene Analytverteilung in der Matrix mit der CLSM-Methode nicht bestätigt werden Hor 02. 
Diese charakteristische Eigenschaft der 3-HPA erschwert erheblich die Automatisierbarkeit der 
MALDI-Messungen. Ein Lösungsansatz stellt die miniaturisierte MALDI-Nanopräparation dar. 
Die Firma Sequenom (Sequenom Inc., San Diego, CA, USA) hat ein automatisiertes Verfahren 
entwickelt, in dem einige Nanoliter der Proben mit einer Piezo-Pipette (Nanoliterdispenser) auf 
einem mit bereits auskristallisierter 3-HPA beladenen Siliziumchip (SpectroChip) dispensiert 
werden. Für eine homogene Probenkristallisation auf dem Matrix-beladenen Chip ist, trotz 
Optimierungen der Puffersysteme in den molekularbiologischen Reaktionen, eine Verdünnung 
des Reaktionsgemisches durch Zugabe von H2Obidest erforderlich. Ohne diese Verdünnung stören 
die Detergenzien und der Puffer den Kristallisationsprozeß und verhindern eine MALDI-Analyse 
Har 99, Har 03. Die Verdünnung und die Zugabe von Kationenaustauscherbeads beladen mit 
Ammoniumionen, die sogenannten SpectroClean, sind für eine erfolgreiche MALDI-Messung 




Verfahren ist der Standardpräparation überlegen, da eine Verbesserung in der Reproduzierbarkeit 
von Schuß-zu-Schuß aufgrund der Miniaturisierung und der damit verbundenen homogeneren 
Probenkristallisation auf dem Chip-Array erzielt wird. Als Ergebnis der miniaturisierten 
MALDI-Präparation kann die Akquisitionszeit in dem automatisierten Verfahren bei einer 
Aufsummierung von 50 Einzelspektren mit einem 10 Hz Frequenzlaser auf fünf Sekunden für 
jede einzelne Probe reduziert werden Tan 99. Eine andere Alternative ist die Verwendung von 
einem sogenannten Anchortarget. Das Anchortarget ist ein Stahltarget mit einer hydrophoben 
Oberfläche, in der hydrophile Flächen mit definierten Durchmessern im µm-Maßstab als 
Probenanker vorhanden sind Sch 00, Nor 03. Durch die Lokalisation der Probe wird eine bessere 
Reproduzierbarkeit erzielt. Zudem können niedrig konzentrierte Lösungen präpariert werden, da 
sowohl die Matrix- als auch die Analytlösung aufkonzentriert werden. Dies führt ebenso zu einer 
besseren Schuß-zu-Schuß Reproduzierbarkeit.  
2.6.2 Prozeß-induzierte Molekülfragmentierung 
Schon die ersten Untersuchungen von Nukleinsäuren mit MALDI-MS zeigten, daß die 
Fragmentierung -genauer gesagt die Abspaltung der Nukleobasen mit nachfolgender Spaltung 
des Phosphatrückgrats- mit der Masse der Analyten zunimmt und sowohl von der 
Basenkomposition als auch von der verwendeten Matrix/Laserwellenlänge stark abhängig ist Nor 
93, Sch 93, Zhu 95. Dazu wurde von verschiedenen Gruppen die Stabilität der N-glykosidischen 
Bindung der Nukleobasen unter MALDI-Bedingungen in dieser Reihenfolge übereinstimmend 
ermittelt Nor 93, Nor 94, Sch 93: 
Uracil/Thymin >> Cytosin > Adenin, Guanin. 
 
Diese Werte korrelieren mit den Protonenaffinitäten der Nukleobasen in der Gasphase, die in 
Kapitel 2.1.1 erläutert wurden. Das führte schon früh zu der Annahme, daß im ersten 
Reaktionsschritt der Fragmentierung eine Protonierung der Base entsprechend ihrer basischen 
Eigenschaften erfolgt. Daraus folgt eine Erhöhung der Polarisierung der N-glykosidischen 
Bindung mit dem Resultat, daß es zum Bindungsbruch kommt. Dies führt dann zur sukzessiven 
Spaltung des Phosphatrückgrats Nor 93, Nor 94, Sch 93. Dieser Mechanismus konnte unabhängig des 
gewählten Ionenmodus mit Proton/Deuterium-Austausch-Experimenten in der PSD-MALDI-
Analyse bestätigt werden Gro 98, Gro 01. Im MALDI-Prozeß wurde für Oligonukleotide folgende 
Stabilitätsreihe beobachtet Nor 93:  
Oligouridyl (Oligothymidylsäuren) > RNA > DNA. 
 
Die RNA neigt in der MALDI-Analyse zu geringerer Fragmentierung im Vergleich zur DNA, da 
die durch die Protonierung induzierte erhöhte Polarisierung der N-glykosidischen Bindung 
aufgrund der 2'-Hydroxylgruppe stabilisiert wird Nor 92, Nor 93, Kir 94, Gro 98. Zur Unterdrückung der 
Fragmentierung im MALDI-Prozeß können auch entweder modifizierte Nukleobasen (7-deaza-
Purinbasen) Kir 95, Sch 95, -Ribosen (2'-Fluor-Ribose) Tan 97 a oder -Phosphodiestereinheiten 
(Alkylierung) Ber 99 verwendet werden, allerdings ist die Kombination mit enzymatischen 





Die verwendete Matrix in der MALDI-Analyse hat einen ebenso erheblichen Einfluß auf die 
Fragmentierung der Nukleinsäuren. Erst seit der Einführung durch Wu et al. ist 
3-Hydroxypicolinsäure (3-HPA) die Matrix der Wahl für die UV-MALDI-MS von 
Nukleinsäuren, da verringert prompte und metastabile Zerfälle beobachtet werden Wu 93. Prompte 
Zerfälle konnten zwar auch für diese Matrix nachgewiesen werden, aber der metastabile Zerfall 
ist erheblich reduziert Tan 97 b. Für die massenspektrometrische Untersuchung von Nukleinsäuren 
erwiesen sich noch einige andere Substanzen wie z.B. 6-Aza-2-thiothymin (6-ATT) und 
verschiedene Di- und Trihydroxyacetophenone als geeignet. Allerdings bleibt die metastabile 
Fragmentierung als Hauptproblem in der UV-MALDI-MS von Nukleinsäuren bestehen. 
 
Die limitierenden Faktoren in der MALDI-Analyse von Nukleinsäuren sind der zugängliche 
Massenbereich und die geringe Auflösung, beides durch die Fragmentierung und hohe 
Kationenaffinität der Analyten bedingt. Als weitere Faktoren werden in der Literatur auch eine 
reduzierte Effizienz in der Ionisierung Wu 94 und Detektion Tan 92 von großen Nukleinsäuren 
genannt. Insgesamt führt das dazu, daß in der DNA-Analytik derzeit in der UV-MALDI-MS 
Massenauflösungen von R = 1000 für Oligonukleotide bis zu 50-mer Chr 95, Juh 96, dagegen nur 
noch R = 60 bis 20 für 80-mer DNA-Oligonukleotide erreicht werden Nor 93, Wu 94. Um die 
Fragmentierung der Nukleinsäuren in der UV-MALDI zu reduzieren, verwendete Berkenkamp et 
al. IR-MALDI mit der Flüssigmatrix Glycerol und einen Er:YAG-Laser mit der Wellenlänge 
von 2,94 µm zur Analyse eines DNA-Plasmids nach einem Restriktionsverdau mit Sequenzen 
von mehr als 2000 Nukleotiden Ber 98. Unter diesen Bedingungen werden nur noch geringe 
Fragmentierungen beobachtet. Eine Routineanwendung ist allerdings wegen der 
adduktbedingten, geringen Auflösung von R = 50 bis 100 im Massenbereich von 100 nt bis 
1500 nt bislang nicht möglich. Ein Ausblick in der Nukleinsäureanalytik stellt die instrumentelle 
Kombination eines Quadrupols und die Orthogonale Ionenextraktion in der MALDI-TOF dar. 
Die Kühlung der Ionen in der Quelle und im Quadrupol durch Stickstoff verringert die 
metastabile Fragmentierung der DNA. Dies in Kombination mit der Orthogonalen 
Ionenextraktion in der MALDI-TOF führt dazu, daß nun der Massenbereich bis 30⋅103 u mit 
einer wesentlich verbesserten Auflösung von R = 1600 bis 1800 und Massenrichtigkeit für die 
Routineanwendung zugänglich wird Ber 03. 
2.6.3 Sequenzierungsmethoden von DNA/RNA 
Die Vorteile in der MALDI-MS sind sowohl die schnelle Separation und Detektion der Ionen in 
einem einzigen Verfahren als auch die Messung der molekularen Massen als primäre, 
intrinsische Eigenschaft der Moleküle im Gegensatz zu den klassischen Sequenzierungs-
Methoden, in denen sekundäre, relative Eigenschaften wie z.B. die elektrophoretische Mobilität 
gemessen werden (vgl. Kapitel 2.3.1). In den bereits genannten klassischen Verfahren werden 
hauptsächlich amplifizierte DNA-Abschnitte sequenziert, während RNA nur selten direkt als 
Analyt verwendet wird. Eher wird von der RNA eine cDNA-Kopie durch reverse Transkription 
erzeugt, um so ausreichende Ausgangsmengen für die Sequenzierung zu erhalten und 
Schwierigkeiten mit der Sekundärstruktur der RNA zu umgehen. Wie bereits in Kapitel 2.5.5 




Vergleich zu DNA. Daher sind neben DNA- auch RNA-Sequenzierungsmethoden entwickelt 
worden (vgl. Kapitel 2.6.4). Dabei bietet sich die enzymatische in vitro-Transkription als 
Herstellungsverfahren von RNA an, in der der zu untersuchende DNA-Abschnitt als Template 
eingesetzt wird (vgl. Kapitel 2.2). Es folgt zunächst eine Übersicht der Methoden zur 
Sequenzierung von DNA und RNA in Kombination mit MALDI-MS. Dabei wird zwischen drei 
Klassen der Sequenzierung unterschieden: prozeß-induzierte prompte Fragmentierung, 
enzymatische und chemische Spaltung. 
Sequenzierung mit prozeß-induzierter Fragmentierung 
Obwohl die prozeß-induzierte Fragmentierung im wesentlichen die Analyse von großen 
Nukleinsäuren einschränkt, kann diese Eigenschaft zur Sequenzbestimmung genutzt werden, 
wenn die Fragmentierung kontrolliert abläuft (vgl. Kapitel 2.5.5 und 2.6.2). Dabei liegt die 
Betonung auf kontrolliert, denn das gewünschte Spaltungsmuster muß eine eindeutige 
aufeinander folgende Trennung der Basenkomponenten an einer spezifischen Bindung 
aufweisen. Zusätzliche Fragmentierungen wie z.B. der Verlust einer Base oder einer 
Phosphatgruppe können in der Charakterisierung und Identifizierung einer vorhandenen 
Modifizierung helfen. Jedoch ist dabei darauf zu achten, daß das Spektrum noch eindeutig zu 
interpretieren ist, so daß die Sequenz bestimmt werden kann. Die prozeß-induzierte 
Fragmentierung bietet den Vorteil, daß keine weiteren Probenvorbereitungen wie z.B. 
enzymatische oder chemische Reaktion nötig sind. So gelang Nordhoff et al. die erste 
Sequenzbestimmung eines DNA 21-mers mittels prompter Fragmentierung in der IR-MALDI-
MS (Er:YAG-Laser, 2,94 µm) im negativen Ionenmodus Nor 95. Allerdings ist diese Art der 
Analyse aufgrund der niedrigen Schuß-zu-Schuß-Reproduzierbarkeit und der geringeren 
Tendenz zur prompten Fragmentierungen im Vergleich zu den konkurrierenden metastabilen 
Zerfällen schwierig. Zur Bestimmung der Sequenz wurden die prompten Zerfälle im negativen 
Ionenmodus auch mit UV-MALDI (N2-Laser, 337 nm) untersucht Zhu 97. Es gelang dabei die 
Sequenzierung von DNA bis 35 nt ausgehend vom 5'-Terminus mit den Matrix-Systemen 
2-Aminobenzoesäure und 2,4,6-THAP. Dagegen ist die Sequenzierung von Oligonukleotiden 
mit Hilfe von kontrollierten metastabilen Fragmentierungen (PSD-Verfahren, vgl. Kapitel 2.5.5) 
im Gegensatz zu Peptiden mit Schwierigkeiten verbunden. Die Interpretation der Spektren wird 
durch mehrfache Basenverluste der Vorläufer- und der Fragmentionen erschwert. Wie bereits in 
Kapitel 2.6.2 erwähnt, kann jedoch das PSD-Verfahren dazu genutzt werden, um Informationen 
über den Mechanismus der metastabilen Fragmentierung der Nukleinsäuren zu gewinnen Gro 98, 
Gro 01. 
Sequenzierung mit enzymatischer Spaltung in Kombination mit MALDI-MS 
Für die Bestimmung der Sequenz können die Reaktionsprodukte nach Sanger (vgl. Kapitel 2.3.1) 
alternativ zur gelelektrophoretischen Trennung auch mit MALDI-MS ohne vorherige 
Markierung (Fluoreszein oder radioaktiv) nachgewiesen werden. Im Jahre 1993 wurden die 
Ionen einer simulierten Sanger-Reaktion mit Hilfe eines Gemisches aus synthetischen 
Oligonukleotiden bis zu einem 40-mer erstmals mit MALDI-MS von Fitzgerald et al. 




einem 45-mer DNA-Template von Shaler et al. noch ohne Verzögerte Extraktion (DE) 
massenspektrometrisch analysiert Sha 95. Die Sequenz konnte bis zu 19 Basen nach dem 12-mer 
Primer bestimmt werden. Mit der Einführung der DE konnte eine erhebliche Verbesserung der 
Spektrenqualität erzielt werden (vgl. Kapitel 2.5.4). Die Vorteile dieser Technik nutzte 1996 
Roskey et al. zur Sequenzbestimmung eines 50-mer DNA-Templates. Einen weiteren Fortschritt 
stellt die Aufreinigung der DNA durch die Immobilisierung mit dem System Biotin/Streptavidin 
dar (vgl. Kapitel 2.6.1) Kös 96. Somit wurde die Sequenzierung der Exons 5 bis 8 im p53 Gen mit 
insgesamt 670 Basen durch Primer-Walking mit 21 Primern ermöglicht Fu 98. Um die 
Fragmentierungstendenz der DNA zu verringern, wurden 7-Deaza-Purinanaloga erfolgreich in 
der DNA-Sequenzierung eingesetzt Kir 98, Tar 98. Dabei nutze Kirpekar et al. zur Aufreinigung von 
Oligonukleotiden erstmals die miniaturisierte Version der Umkehrphasen-Hochleistungs-
flüssigkeitschromatographie Kus 97 (vgl. Kapitel 2.6.1), die sich neben der Festphasenanbindung 
in Form von kommerziellen ZipTips als die Methode der Wahl etabliert hat Nor 00, Kwo 01, Kae 02, Nor 
03. Mit Hilfe der Massenspektrometrie gelang es so Nordhoff et al. schließlich, die vier basen-
spezifischen Sanger-Reaktionen in einer einzigen Reaktion durchzuführen und die Sequenz 
aufgrund der eindeutigen Massendifferenzen bis zu 20 nt zu bestimmen Nor 00. Auf RNA-Ebene 
wurde in der Sanger-Sequenzierung von Kwon et al. als Terminatoren 3'-dNTPs in vier basen-
spezifischen in vitro-Transkriptionen eingesetzt Kwo 01. Mit dieser Methode erfolgte eine massen-
spektrometrische DNA-Sequenzierung bis 56 nt mit RNA-Leitern. Dabei wurden in einem 
Massenbereich von 6⋅103 u bis 18⋅103 u Auflösungen von R = 1200 bis 300 erzielt.  
 
Die Sequenz von Nukleinsäuren kann auch durch sukzessive zeitabhängige Spaltung der 
Phosphodiesterbindungen ausgehend vom 5'-Terminus bzw. 3'-Terminus mittels Exonukleasen 
bestimmt werden. Erstmals 1993 berichtete Pieles et al. von Sequenzleitern für ein DNA 12-mer, 
die mit Exonukleasen generiert und anschließend mit MALDI-MS analysiert wurden Pie 93. In 
zwei getrennten Reaktionsansätzen erfolgte der Abbau ausgehend entweder vom 5'-Terminus mit 
der Phosphodiesterase (PDE) aus calf spleen oder vom 3'-Terminus mit der PDE aus snake 
venom. Dieses Verfahren zur Generierung der Sequenzleiter ist von weiteren Arbeitsgruppen 
aufgegriffen worden Smi 96, Wu 98, Zha 00, Zha 01. Basierend auf diesem System optimierte Smirnov et 
al. die Reaktionsbedingungen der Spaltung für die nachfolgende MALDI-Analyse und 
präsentierte somit hervorragende Massenspektren mit der vollständigen Sequenz eines DNA 
33-mers Smi 96. Prinzipiell ist es möglich, die Exonukleasen auch zur Sequenzierung von nativer 
RNA zu nutzen. Dies konnte bereits 1994 für ein RNA 54-mer in vitro-Transkript gezeigt 
werden Kir 94. Da die Massendifferenz zwischen U und C jedoch nur einen 1 u beträgt, ist zur 
eindeutigen Identifizierung eine höhere Massenrichtigkeit erforderlich. Zur Sequenzierung für 
synthetische RNA bis zu 22 nt mit einer 5'→3' Exonuklease (PDE aus calf spleen) nutzt 
Faulstich et al. zusätzlich die beobachteten Intensitäten der m/z-Signale, denn die 
Spaltungsprodukte mit einem 5'-terminalen C werden aufgrund der langsameren Hydrolyserate 
des Enzyms mit erhöhter Intensität im Massenspektrum nachgewiesen Fau 97.  
 
In der sogenannten Reversen-Sanger-Sequenzierung werden während der enzymatischen DNA-




in vier Ansätzen in einem bestimmten Verhältnis eingebaut. Der anschließende enzymatische 
Abbau mit Exonuklease III in 3'→5' Richtung stoppt an den α-S-dNTP und resultiert in vier 
Produktleitern mit terminalen α-S-dNTP Lab 86. Einen Vorteil für die nachfolgende MALDI-MS 
ist die günstigere Verteilung der Produkte im Vergleich zur Sanger-Sequenzierung, denn es 
entstehen mehr größere als kleinere Produkte. Bislang ist dieses Verfahren in Kombination mit 
MALDI-MS jedoch nur auf DNA-Ebene angewendet worden Sha 95. In dieser Arbeit soll daher 
näher untersucht werden, ob sich die Reverse-Sanger-Sequenzierung auf RNA-Ebene mit 
α-S-NTPs und Ribonukleasen übertragen läßt (vgl. Kapitel 4.3). Zunächst wird das Prinzip an 
Plasmid-DNA überprüft und optimiert, um anschließend einen Abschnitt im Cystic-Fibrosis-
Transmembran-Regulator-Gen (CFTR-Gen) Zie 91 mittels MALDI-MS zu sequenzieren und somit 
Mutationen zu bestimmen. Die Mutationen im CFTR-Gen, die für das Auftreten der Zystischen 
Fibrose (Mukoviszidose) verantwortlich sind, werden in der weiterführenden Literatur gut 
beschrieben Pli 92, Wag 93. 
 
Endonukleasen spalten nicht sukzessive, sondern DNA an spezifischen Erkennungssequenzen 
(Palindrome) und RNA basenspezifisch an den Phosphodiesterbindung wie z.B. RNase T1 
zwischen rGpN und RNase A zwischen rUpN und rCpN. Auf DNA-Ebene bietet sich der Einsatz 
von Restriktionsendonukleasen für eine anschließende massenspektrometrische Untersuchung im 
Hochdurchsatzverfahren nicht an, da zu große Produkte entstehen. Im Gegensatz dazu eignen 
sich basenspezifische Endonukleasen zur Sequenzierung von RNA. In der Arbeit von Hahner et 
al. wurde eine Reihe von Endonukleasen in Kombination mit alkalischer Hydrolyse und 
anschließender MALDI-MS getestet, um die vollständige Sequenz eines synthetischen 25-mer 
RNA zu bestimmen Hah 97b. Basierend auf diese Methode haben sich allerdings eher Verfahren 
zur Resequenzierung von RNA und zur Detektion von genetischen Heterogenitäten entwickelt, 
die in Kapitel 2.6.4 und 4.4 näher erläutert werden.  
Chemische Sequenzierung in Kombination mit MALDI-MS 
Definierte Bindungsbrüche können auch durch chemische Reagenzien verursacht und die 
Spaltprodukte anschließend massenspektrometrisch untersucht werden. Ein Vorteil der 
chemischen gegenüber der enzymatischen Spaltung ist die geringere Abhängigkeit von der 
Sekundärstruktur der Analytmoleküle. Die chemischen Sequenzierungsprodukte nach Maxam 
und Gilbert (vgl. Kapitel 2.3.1) sind nach Aufreinigung durch Immobilisierung an eine Festphase 
Biotin/Streptavidin mit MALDI-MS untersucht worden Iso 99. Aber auch die Kombination von 
chemischer Spaltung durch alkalische Hydrolyse Hah 97b bzw. mit Hydrazin und Anilin Tol 98 und 
enzymatischer Spaltung ist zur Sequenzierung von RNA bereits vorgestellt worden. Um eine 
vollständige Sequenzinformation über einen DNA-Abschnitt zu erhalten, ist jedoch der Einsatz 
von mindestens drei unabhängigen basenspezifischen Reagenzien chemischer oder 
enzymatischer Natur notwendig. Zur Detektion von SNPs ist es jedoch nicht zwingend 
erforderlich, einen DNA-Abschnitt vollständig über einen bestimmten Bereich zu sequenzieren. 
Das Ziel der Resequenzierung ist die Genotypisierung, d.h. die Abweichung innerhalb einer 
bekannten Sequenz von verschiedenen Individuen zu ermitteln. Diese Methoden sowohl auf 




2.6.4 Resequenzierungsmethoden von DNA/RNA 
Die Sanger-Sequenzierung ist nach wie vor die sicherste Methode zur Identifizierung von 
Einzelbasenmutationen, eignet sich jedoch nicht für moderne Screening-Verfahren bekannter 
Mutationen, da sie mit einem hohen technischen und zeitlichen Aufwand verbunden ist. Neue 
Methoden für die Routine-Diagnostik bekannter Sequenzen sollen daher vor allem schnell, 
preiswert und nach Möglichkeit automatisiert durchgeführt werden können. Die bislang 
aufgeführten Methoden zur Sequenzierung von DNA/RNA mit MALDI-MS gekoppelt sind auf 
55 nt beschränkt. Doch innerhalb dieses Massenfensters weist MALDI-MS gegenüber klassischen 
Nachweisverfahren wie z.B. gelelektrophoretische Methoden Vorteile in den Bereichen 
Schnelligkeit und der Eignung als Hochdurchsatzverfahren auf. Gleichzeitig kann eine Vielzahl 
an Informationen mit einer einzigen Messung komplexer Reaktionsgemische bzw. –produkte, 
dem sogenannten Multiplexing, gewonnen werden. Die genannten Vorteile der MALDI-MS als 
empfindliches Nachweisverfahren zeigt sich vor allem in den zahlreichen Kombinationen mit 
den klassischen Methoden zur Resequenzierung. Dazu zählen z.B. folgende Kopplungen, die 
erfolgreich zur Detektion von SNP und Mutationen genutzt werden: allelspezifische 
Hybridisierung Gri 97, Ros 97b, Sto 00, Nukleotid-Extension Bra 97, Haf 97, Ligation Jur 96 und 
Spaltungsreaktion Grif 99, Gri 00. Weitere Angaben sind im Übersichtsartikel von Sauer et al. zu 
finden Sau 02.  
Die gängigste Methode zur Detektion von Polymorphismen basiert auf der Kombination von 
MALDI-MS mit der Nukleotid-Extensionsreaktion, die eine basenspezifische Verlängerung von 
sequenzspezifischen Oligonukleotiden (Primern) umfasst (vgl. Kapitel 4.4.5). Im folgenden 
werden daher verschiedene Varianten der Nukleotid-Extension detailliert beschrieben. 
Anschließend werden einige Methoden der jüngsten Entwicklung vorgestellt, die enzymatische 
Spaltungsreaktionen zur Resequenzierung mit verschiedenen Endonukleasen beinhalten.  
Resequenzierung mit der enzymatischen Nukleotid-Extension 
In der Analyse von genetischen Heterogenitäten hat sich die enzymatische Nukleotid-Extension 
aufgrund der einfachen Durchführung, Vielseitigkeit und vor allem wegen der für die MALDI-
MS günstigen relativ kleinen Molekulargewichte der Produkte durchgesetzt Bra 97, Haf 97, Lit 97. Die 
Methode beruht auf einem modifizierten Sanger-Minisequenzierungsverfahren. In dem 
sogenannten homogenen MassEXTEND-Verfahren (homogenous MassEXTEND, hME), früher 
als das PROBE-Verfahren (primer oligo base extension, PROBE) bekannt, wird im ersten Schritt 
die Zielsequenz, die den genotypisierenden Polymorphismus enthält, aus genomischer DNA 
amplifiziert. Die noch vorhandenen dNTPs werden mit alkalischer Phosphatase abgebaut, damit 
anschließend ein direkt am Polymorphismus angrenzender Primer mit Hilfe einer DNA-
Polymerase allelspezifisch um ein dNTP verlängert bzw. durch ein ddNTPs gestoppt wird. Im 
letzten Schritt erfolgt die Analyse der Extensionsprodukte mit MALDI-MS und die 
Genotypisierung aufgrund der Massendifferenzen. Da ein SNP-spezifischer Satz bestehend aus 
drei dNTPs und einem ddNTP eingesetzt wird, unterscheiden sich die Extensionsprodukte von 
heterozygoten Proben um mindestens ein Nukleotid Bra 97, Lit 97. Das gesamte Verfahren 
einschließlich Probenvorbereitung, Datenakquisition und Genotypisierung verläuft in der 




In einer Variante der Nukleotid-Extension, im PinPoint-Assay, werden nur ddNTPs eingesetzt, 
so daß der Primer auf jeden Fall nur um ein Nukleotid verlängert wird. Die geringe 
Massendifferenz zwischen einem A/T-Polymorphismus von 9 u stellt allerdings hohe Ansprüche 
an die Reinheit (Entsalzung) der Probe Haf 97. Eine Alternative stellt der Einsatz von 
modifizierten Nukleotiden wie z.B. massenmodifizierten ddNTPs dar. Fei et al. konnte somit die 
geringe Massendifferenz zwischen Adenin und Thymin erhöhen Fei 98. Im automatisierten 
GOOD-Assay werden alkylierte Oligonukleotide verwendet, um die Nachweisgrenze der DNA 
im MALDI-Prozeß zu erhöhen. Dazu wird im ersten Schritt die Extension des am SNP 
angrenzenden Primers mit einem SNP-spezifischen Set aus modifizierten α-S-dNTPs und 
α-S-ddNTPs durchgeführt. Nach Abbau der unmodifizierten DNA mit einer PDE bzw. nach 
einer photoinduzierten Abspaltung wird das modifizierte Produkt alkyliert, um eine Erhöhung 
der Sensitivität in der anschließenden MALDI-Analyse zu erreichen Sau 00, Sau 03.  
Enzymatische Resequenzierung mit Endonukleasen 
Wie bereits in Kapitel 2.6.3 kurz dargestellt, werden basenspezifische Endonukleasen zur 
Spaltung von DNA/RNA eingesetzt, die sich jedoch in Kombination mit MALDI-MS nicht als 
Sequenzierungsmethoden durchsetzen konnten. Mit der vollständigen Sequenzierung des 
menschlichen Genoms steigt vor allem der Bedarf an Methoden zur Identifizierung und 
Resequenzierung von genetischen Heterogenitäten. Die jüngste Weiterentwicklung zeigt, daß die 
Basenspezifität einer einzigen Endonuklease und die Kombination mit MALDI-MS zur 
Detektion von SNPs ausreicht und gleichzeitig auch zur Identifizierung von Bakterien genutzt 
werden kann. Zu diesen Methoden zählt auch die eindeutige Charakterisierung von Bakterien 
nach einer enzymatischen, basenspezifischen Spaltungsreaktion mit Uracil-DNA-Glykosylase 
auf DNA-Ebene in Kombination mit MALDI-MS Win 02. Dazu werden in der PCR biotinylierte 
Primer und dUTP anstatt dTTP eingesetzt. Das PCR-Produkt wird getrennt, indem die 
Anbindung des biotinylierten Stranges an Streptavidin erfolgt. Anschließend wird dieser 
Einzelstrang mit Uracil-DNA-Glykosylase inkubiert. Die Spaltung an jeder T-Position bzw. 
U-Position tritt unter alkalischen Bedingungen und Hitzezufuhr ein. Der Vergleich der daraus 
resultierenden, komplizierten MALDI-Spektren reicht zur Charakterisierung verschiedener 
Bakterien aus Win 02.  
 
Unabhängig voneinander haben sich auf RNA-Ebene zur Detektion von genetischen 
Heterogenitäten zwei ähnliche Methoden entwickelt. In dem ersten Verfahren von Sequenom 
wird zunächst eine PCR mit Primern durchgeführt, die sowohl die Promotersequenz der 
T7 RNA-Polymerase als auch die Promotersequenz der SP6 RNA-Polymerase am 5'-Terminus 
aufweisen. In der nachfolgenden in vitro-Transkription werden so entweder RNA-Kopien des 
forward Stranges mit T7 RNA-Polymerase oder RNA-Kopien des reverse Stranges mit der 
SP6 RNA-Polymerase hergestellt. Die RNA wird anschließend zwischen jeder GpN Position von 
der Endonuklease RNase T1 gespalten, so daß die Produkte am 3'-Terminus mit einem G enden. 
In diesem homogenen Assay erfolgt die Aufreinigung der Produkte durch Zugabe von H2Obidest 
und Kationenaustauscherharz beladen mit Ammoniumsalzen (vgl. Kapitel 2.6.1). Nach der 




der SNPs erfolgt durch den Vergleich der theoretischen Massen der Spaltungssignale mit den 
gemessenen Signalen einschließlich ihrer Intensitäten, da es zu Überlagerungen von Produkten 
mit nominal gleichen Massen kommen kann. Insgesamt ist der Massenbereich nach einer 
endonukleolytischen Reaktion nicht von der Länge des Transkriptes, sondern von der Sequenz 
und den daraus resultierenden Längen der Produkte abhängig. Der Abstand zwischen zwei 
basenspezifischen Spaltungsstellen in der Sequenz definiert die Größe der Produkte. Im Fall 
einer Sequenzänderung verändert sich entweder die Gesamtzahl der Produkte, oder es findet nur 
eine Massenverschiebung von bestimmten m/z-Signalen statt: G-Mutationen verändern die 
Gesamtzahl der erwarteten Produkte und somit die m/z-Signale im Spektrum. A/C-, A/U- und 
U/C-Mutationen führen jedoch nur zu einer Massenverschiebung der jeweiligen m/z-Signale. 
Dabei unterscheidet sich die U/C-Mutation nur um 1 u und kann normalerweise nicht eindeutig 
im Hochdurchsatz-Verfahren charakterisiert werden. Diese kann durch die zusätzliche, separate 
Untersuchung des komplementären Stranges jedoch als A/G-Mutation bestätigt werden. Hinzu 
kommt die Möglichkeit, modifizierte Nukleotide wie z.B. 5-methylierte Basen einzusetzen, um 
die Schwierigkeit der geringen Massendifferenz zu umgehen. Durch die Verwendung entweder 
von 5-Me UTP oder von 5-Me CTP in der Transkription erhöht sich die Masse von U oder C um 
14 u. Zur Demonstration sind erfolgreich verschiedene Sequenzregionen aus den folgenden 
Genen als Modelsysteme zur Detektion von SNPs herangezogen worden: CETP, Uncoupling 
Protein 2 (UCP 2) und ApoB-100 Har 03. Hartmer et al. demonstrierten zudem, daß sich dieses 
Verfahren neben der Möglichkeit als Screening-Verfahren von SNPs auch zur Identifizierung 
von Bakterien eignet Har 03. Das zweite Verfahren von Krebs et al. ähnelt sehr dem oben 
beschriebenen Verfahren, denn es werden ebenfalls in vitro-Transkripte mit RNase T1 abgebaut 
Kre 03. Um eindeutig zwischen U/C-Mutationen unterscheiden zu können, werden α-S-CTP als 
modifizierte Nukleotide eingesetzt. Die Auswertung der komplexen Spektren erfolgt mit Hilfe 
eines Programms, das die theoretischen Massen nach einem RNase-Abbau berechnet und 
graphisch simuliert. Das Programm RnaseCut vergleicht die gemessenen Massen mit den 
berechneten und findet somit mögliche Mutationen aufgrund von abweichenden Massensignalen 
Kre 03.  
 
In einem zur Veröffentlichung eingereichten Verfahren von Sequenom wird anstatt RNase T1 
die Endonuklease RNase A zur Detektion von SNPs eingesetzt Sta. Diese spaltet RNA-spezifisch 
nach jeder Pyrimidinbase (Cytidin und Uridin). Um nun eine eindeutige Charakterisierung zu 
ermöglichen, wird eine der beiden Basen durch die Verwendung des dNTP-Analogons derart 
modifiziert, daß RNase A basenspezifisch nur noch entweder zwischen CpN oder UpN spaltet. 
Dies ist nur mit einer sogenannten DNA/RNA-Polymerase möglich, die in der in vitro-
Transkription sowohl NTPs als auch dNTPs inkorporiert, so daß entweder UTP vollständig 
durch dTTP bzw. CTP durch dCTP ersetzt werden kann. Vor der in vitro-Transkription ist es 
erforderlich, die noch vorhandenen dNTPs aus der PCR mit alkalischer Phosphatase zu 
dephosphorylieren. In dieser Arbeit wird dieses Verfahren neben der Detektion von SNPs im 
CETP-Gen erstmals zur Bestimmung der Allelfrequenz in einem DNA-Referenzpool eingesetzt 
(vgl. Kapitel 4.4). Allgemein werden die von Sequenom entwickelten Methoden, die eine 
Spaltung von RNA mit Endonukleasen und anschließend eine Nano-Präparation beinhalten, mit 




Bestimmung von Allelfrequenzen 
Die Einzelbasensubstitution ist die häufigste genetische Heterogenität im menschlichen Genom 
(vgl. Kapitel 2.3). Laut Definition ist Einzelbasenpolymorphismus (single nucleotide poly-
morphism, SNP) eine Basensubstitution mit einer minimalen Häufigkeit von 1 % innerhalb einer 
Population, die zumeist für genetische Assoziationsstudien herangezogen wird. Eine Methode, 
die eine genaue Quantifizierung von Allelfrequenzen innerhalb eines Pools (DNA einer größeren 
Anzahl von Individuen) ermöglicht, d.h. die Häufigkeit von alternativen Zustandsformen einer 
DNA-Sequenz im Gen bestimmt, erhöht den Probendurchsatz und erniedrigt somit die 
Gesamtmenge an humaner DNA und vor allem die Kosten des Genotypings im hohen Maße. Die 
ersten quantitativen Untersuchungen sind im Jahre 2000 von Breen et al. mit einer spezielle 
Hybridisierungstechnik, dem sogenannten Taqman-Verfahren, und der Analyse von 
Restriktionsfragment-Längenpolymorphismen (restriction fragment length polymorphism, 
RFLP) durchgeführt worden, durch die Schnittstellen von Restriktionsenzymen durch 
Mutationen verloren gehen oder generiert werden Bre 00. Zur gleichen Zeit wurden Allel-
frequenzen in DNA-Pools mit der Nukleotid-Extension in Kombination sowohl mit der 
denaturierenden Hochdruckflüssigkeitschromatographie (denaturing high pressure liquid 
chromatography, DHPLC) Hoo 00 als auch mit MALDI-MS Ros 00 erfolgreich bestimmt, indem die 
Flächen der Signale berechnet und zueinander ins Verhältnis gesetzt wurden. Im Falle von 
MALDI-MS entsprechen die Flächen der m/z-Signale der beiden Nukleotid-Extensionsprodukte 
den jeweiligen Allelen (Wildtyp und Mutante). In der ersten Studie mit MALDI-MS als 
Nachweisverfahren wurde der Pool erst nach der PCR aus amplifizierter DNA 
zusammengestellt. So konnten Allelfrequenzen von minimal 10  % nachgewiesen werden. Die 
Ergebnisse mit der Nachweismethode DHPLC zeigten, daß der DNA-Pool sowohl aus 
genomischer als auch amplifizierter DNA zusammengestellt werden kann. Die späteren 
Untersuchungen mit MALDI-MS verwendeten zur Bestimmung der Allelfrequenz im 
Hochdurchsatzverfahren erfolgreich Pools aus genomischer DNA Bue 01, Ban 02, Wer 02. In einer 
Vergleichsstudie mit verschiedenen Nachweismethoden (Kapillarelektrophorese, DHPLC und 
MALDI-MS) für Nukleotid-Extensionsprodukte fand Le Hellard et al. heraus, daß 
Allelfrequenzen in einem Bereich von 50 % bis 85 % unabhängig von der Nachweisemethode 
und der Anzahl der Individuen im DNA-Pool in hoher Genauigkeit bestimmt werden konnte. 
Von diesen drei Methoden zeichnete sich jedoch die Massenspektrometrie aufgrund der besten 
Reproduzierbarkeit aus Hel 02.  
Bislang sind die massenspektrometrischen Verfahren zur Allelfrequenzbestimmung auf die 
Nukleotid-Extension beschränkt. In dieser Arbeit wird ein neuer Ansatz, nämlich die 
basenspezifische Resequenzierung von RNA mit Endonukleasen, zur Bestimmung der 
Allelfrequenz mit MALDI-MS beschrieben (s.o. und vgl. Kapitel 4.4). Neben der Detektion 
von bekannten SNPs im Cholesteryl-Ester-Transfer-Protein (CETP)-Gen wird ein quantitativer 
Ansatz zur Bestimmung der Allelfrequenz in einem DNA-Pool verfolgt.  
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3 MATERIAL & METHODEN 
Zunächst werden allgemeine Informationen zu den verwendeten Reagenzien, zu Arbeiten mit 
RNA sowie der speziellen Software zusammengefaßt. Danach werden die 
molekularbiologischen Herstellungs- und Aufreinigungsverfahren der Analytmoleküle erläutert, 
die in dieser Arbeit eingesetzt worden sind. Zur Quantifizierung sind neben der analytisch 
vergleichenden Gelelektrophorese vor allem die UV-Spektroskopie verwendet worden. 
Anschließend folgt eine Beschreibung der MALDI-kompatiblen Aufreinigungsmethoden. 
Zusätzlich werden die für die MALDI-Analyse von Nukleinsäuren verwendeten Matrizes, 
Probenpräparationen und das Massenflugzeitspektrometer zusammengefaßt. 
3.1 ALLGEMEINE INFORMATIONEN ZU MATERIALIEN UND SOFTWARE 
Die Analytmoleküle für die MALDI-MS können auf verschiedene Arten hergestellt werden. 
DNA-Oligonukleotide bis 90-mer können präzise und kostengünstig mit der chemischen 
Festphasen-Synthese produziert werden. Die Amplifizierung der genomischen DNA erfolgt mit 
der PCR-Reaktion. Die Synthese der RNA-Oligonukleotide ist dagegen sehr kostenaufwendig 
und mit hohen Schwierigkeiten verbunden. Als Alternative bietet sich daher die enzymatische 
in vitro-Transkription als Herstellungsverfahren an (vgl. Kapitel 2.2 und 3.2.4).  
Arbeiten mit RNA 
Der Umgang mit RNA erfordert äußerst sauberes Arbeiten, da die ubiquitären RNasen stabil sind 
und auch nicht durch Autoklavieren vollständig inaktiviert werden. Daher sollte ständig 
Handschuhe getragen und nur sterile Plastikutensilien verwendet werden. Die Glasutensilien 
werden bei 200 °C für drei Stunden erhitzt, um etwaige RNase Kontaminationen zu vermeiden. 
Alle Puffer, Zusätze und Chemikalien sind mit dem Reinheitsgrad RNase-frei benutzt worden.  
Chemikalien und Enzyme 
Die Probenhandhabung und -vorbereitung stellt ein Schwerpunkt in der DNA/RNA-Analyse mit 
MALDI-MS dar. Die Ursache ist die hohe Affinität der Analytmoleküle von Kationen und die 
Anforderung unter RNase-freien Bedingungen zu arbeiten, um eine Degradierung der RNA zu 
verhindern. Daher wurden möglichst reine Chemikalien verwendet. Vorwiegend stammen die in 
der Molekularbiologie eingesetzten Chemikalien und die Matrixmaterialen von der Firma 
Sigma-Aldrich (München, Deutschland). Die Restriktionsenzyme und T7-RNA-Polymerase 
wurden von New England Biolabs (Frankfurt, Deutschland) bezogen. Die Phosphodiesterase I 
Crotalus durissus stammte von Boehringer Mannheim (Ingelheim, Deutschland) und Crotalus 
adamanteus venom von Amersham Biosciences (Freiburg, Deutschland). Neben dem fertigen 
PCR-Mix (HotStarTaq Master Mix) wurden für die Molekularbiologie verschiedene Isolierungs- 
und Aufreinigungssysteme als fertige Kits von Qiagen (Hilden, Deutschland) verwendet: 
QIAprep-Maxiprep-Kit, QIAquick Gel Extraktion-Kit, QIAprep-Spin Miniprep-Kit und 
QIAquick. Die Elektrophorese-Einheit stammen von Amersham Biosciences (Freiburg, 
Deutschland), der Größenstandard für die Gelelektrophorese von New England Biolabs 
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(Frankfurt, Deutschland). In der Tabelle 3.1 sind weitere Chemikalien aufgeführt, die 
abweichend von den bereits genannten benutzt wurden.  
Tabelle 3.1: Chemikalien- und Reagenzienliste  
Chemikalien Hersteller 
NTPs MBI (St. Leon-Rot, Deutschland) 
pGEM 3Zf(+) Promega (Mannheim, Deutschland) 
pGEM-Teasy Promega (Mannheim, Deutschland) 
Rapid DNA Ligation System Promega (Mannheim, Deutschland) 
kompetente Bakterien E. coli K12 (JM109) Promega (Mannheim, Deutschland) 
α-S-rATP Calbiochem (Bad Soden, Deutschland) 
α-S-rCTP NEN Life Science (Boston, MA, USA) 
α-S-rGTP NEN Life Science (Boston, MA, USA) 
α-S-rUTP NEN Life Science (Boston, MA, USA) 
ZipTip Millipore (Bedford, MA, USA) 
Kationenaustauscherharz, 50W-X8, 100-200 µm Bio-Rad (München, Deutschland) 
hMC-Kit Sequenom Inc. (San Diego, CA, USA) 
hME-Kit Sequenom Inc. (San Diego, CA, USA) 
SpectroChip Sequenom Inc. (San Diego, CA, USA) 
Oligonukleotid-Magnetpartikeln Dynal (Oslo, Schweden, im Rahmen einer Kooperation) 
Primer MWG Biotech AG (Ebersberg, Deutschland) bzw. Metabion (Martinsried, Deutschland) 
synth. RNA Interaktiva (Ulm, Deutschland) 
Medien 
Die verwendeten Medien für die E. coli-Kulturen wurden mit bidestilliertem Wasser angesetzt, 
bei 120 °C autoklaviert und bei Raumtemperatur gelagert. Die Antibiotikumstammlösung 
Ampicillin (100 mg/ml) wurde sterilfiltriert (0,2 µm Filter, Schleicher & Schuell) und bei –20 °C 
aufbewahrt Sam 01. Zur Herstellung der antibiotikum-haltigen Agarplatten wurde Agarose durch 
Temperaturzufuhr im LB-Medium gelöst. Die Zugabe des Antibiotikums erfolgte nach 
Abkühlung auf 55 °C. Die fertigen Platten wurden bei 4 °C gelagert. 
Tabelle 3.2: Medien für E. coli-Kulturen 
LB-Medium LB-Agar SOC-Medium (100 ml) 
10 g/l Bacto-Trypton  10 g/l Bacto-Trypton  2 g Bacto-Trypton 
  5 g/l Hefeextrakt    5 g/l Hefeextrakt  5 g Hefeextrakt 
  5 g/l NaCl    5 g/l NaCl  1 ml NaCl (1 M) 
pH 7,0  pH 7,0  0,25 ml KCl (1 M, pH 7.0)  
 15 g/l Agarose lösen in 90 ml H2Obidest, autoklavieren, danach: 
  1 ml MgCl2 (2 M, steril) 
  1 ml Glukose (2 M, steril) 
  auf 100 ml auffüllen, steril filtrieren 
Software 
Zur Interpretation der Spektren und zur Berechnung der Schmelztemperatur wurden 
verschiedene Programme benutzt, die innerhalb des Arbeitskreises von A. Leisner (Institut für 
Medizinische Physik und Biophysik) entwickelt worden sind. Die Programme können aus dem 
Internet heruntergeladen werden: 
http://medweb.uni-muenster.de/institute/impb/maldi.html 
 




Sum berechnet die Summenformel und die mittlere relative Molekular Masse einer Sequenz. 
Dabei ist es möglich, jegliche Art an Modifizierungen wie z.B. drei Phosphatgruppen am 5'-Ende 
oder Thionukleotide zu berücksichtigen.  
 
Seth 1.2: 
Das Programm Seth berechnet alle möglichen Sequenzkompositionen einer vorgegebenen Masse 
innerhalb eines Massenfenster. Dabei wird in der Anwendung zwischen DNA, RNA, 
Protonierung, Deprotonierung, Salzaddukten und Dephosphorylierungen differenziert. Dieses 




Nuke liefert neben der Molekular Masse der kompletten Sequenz auch die Fragmentmassen 
entsprechend der McLuckey Nomenklatur mit der zusätzlichen Option den Verlust der 
Nukleobasen zu berechnen. Die monoisotopische und die mittlere relative Molekular Masse der 
DNA bzw. RNA wird angegeben. Das Programm kann auch für Deuterierungsexperimente 
genutzt werden, da die Massen der deuterierten Analytmoleküle und die Anzahl der 
austauschbaren Protonen berechnet werden. 
 
Melt 1.2: 
Dieses Programm berechnet die Schmelztemperatur Tm von Oligonukleotiden nach dem Nearest-
Neighbor-Model, das sequenzspezifische thermodynamische Daten berücksichtigt (vgl. Kapitel 
2.1.2) Bre 86, Sug 95.  
 
Flipper und YouTurn: 
Das Programm Flipper konvertiert zunächst eine Sequenz in seinen komplementären Strang 
(5'-ATGC-3' wird zu 5'-TACG-3'). YouTurn ändert die Orientierung einer Sequenz (5'-TACG-3' 
wird zu 5'-GCAT-3'). Diese Programme sind hilfreich für den Design der Primer und der 
Universalsequenz an den Magnetpartikeln. 
 
Zur Bestimmung der Allelfrequenz in einem DNA-Referenzpool wurden die Software 
MassARRAY Discovery RT, MassARRAY Typer RT und MassARRAY Typer Recall von 
Sequenom eingesetzt (vgl. Kapitel 4.4). In der hMC-Methode berechnet die Software 
MassARRAY Discovery RT die Molekular Massen der Produkte von einer bekannten Sequenz 
nach einer basenspezifischen Spaltung mit Endonukleasen. Gleichzeitig erfolgt der Vergleich mit 
den gemessenen m/z-Signalen in Echtzeit (real time, RT), um so Abweichungen in der 
Sequenzen zu bestimmen (de-novo-SNP-Detektion). MassARRAY Typer RT und MassARRAYTM 
Typer Recall werden bislang hauptsächlich in der hME-Methode zur automatisierten 
Genotypisierung eingesetzt. Neben der Zuordnung der m/z-Signale für den homologen 
Wildtypen oder Mutanten werden die Flächen unterhalb der m/z-Signale berechnet, um so das 
Mengenverhältnis der Mutante bzw. des Wildtypen, also die Allelfrequenz in einem DNA-Pool 
zu bestimmen. 
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3.2 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN 
3.2.1 Darstellung der DNA-Templates: Plasmid-DNA 
In Kapitel 4.1 wird der Einfluß der DNA-Sequenz auf die Entstehung von Nebenprodukte in der 
in vitro-Transkription diskutiert, indem verschiedene DNA-Templates wie z.B. DNA-Vektoren 
und PCR-Produkte untersucht worden sind. DNA-Vektoren besitzen Promotersequenzen für 
verschiedene RNA-Polymerasen und einen multiple cloning Bereich im downstream-Bereich. 
Diese Vektoren sind selbstreplizierende, ringförmige, doppelsträngige DNA-Moleküle, die 
mittlerweile in vielen Bereichen der Molekularbiologie und Gentechnik eingesetzt werden. Nach 
der Isolierung und Aufreinigung wird der DNA-Vektor mit einer Restriktionsendonuklease 
linearisiert. Diese Enzyme erkennen kurze, spezifische Basensequenzen (Palindrome) als ihre 
Bindungsstelle und "schneiden" das ringförmige Plasmid. Durch den Einsatz von Restriktions-
enzymen wird das Transkriptionsende also variiert.  
3.2.1.1 Isolierung der Plasmid-DNA mittels Anionenaustauschersäulen 
Der selbstreplizierende Expressionsvektor pGEM 3Zf(+) wurde mit einem QIAprep-Maxiprep-
Kit von Qiagen durch alkalische Lyse der Bakterien isoliert. Dazu wurde 100 ml antibiotikum-
haltiges LB-Medium entweder mit einer einzelnen Kolonie von der Agarplatte oder direkt aus 
dem 10 % DMSO-Stock (v/v) über Nacht bei 37 °C und 300 rpm im Rotationsschüttler 
angeimpft. Die Bakterien wurden 15 min bei 4 °C und 6000 rpm abzentrifugiert und in 10 ml P1-
Puffer auf Eis resuspendiert. Die alkalische Lyse fand nach Zugabe und Inkubation von 10 ml 
P2-Puffer für 5 min bei Raumtemperatur statt. Nach Zugabe von 10 ml des gekühlten 
Neutralisierungspuffer P3-Puffer wurde das Reaktionsgemisch geschüttelt und 20 min auf Eis 
inkubiert. Der Plasmid-haltige Überstand wurde nach Zentrifugation für 30 min bei 4 °C und 
13000 rpm erneut für 15 min zentrifugiert.  
Tabelle 3.3: Zusammensetzung der verwendeten Puffer im QIAGEN Plasmid Maxi Kit und QIAprep-Spin 
Miniprep-Kit  
P1-Puffer (Resuspension) P2 (Alkalische Lyse) P3-Puffer (Neutralisierungspuffer) 
50 mM Tris-HCl 200 mM NaOH 3 M KOAc 
10 mM EDTA 1 % SDS pH 5,5 
100 µg/ml RNase A   
pH 8,0   
QBT-Puffer (Equilibrieren) QC-Puffer (Waschen) QF-Puffer (Eluieren) 
750 mM NaCl 1 M NaCl 1,25 M NaCl 
50 mM MOPS 50 mM MOPS 50 mM Tris-HCl 
15 % EtOH 15 % EtOH 15 % EtOH 
0,15 % Triton X-100 pH 7,0 pH 8,5 
pH 7,0   
 
Die Aufreinigung erfolgte durch die Anbindung der negativ geladenen Plasmid-DNA an 
protonierte Diethylammoniumethylgruppen (DEAE). Die Anbindung der DNA an eine 
equilibrierte Qiatip-Säule erfolgte bei einer relativ niedriger Salzkonzentration (750 mM NaCl) 
mit 10 ml QBT-Puffer. Die Säule wurde zweimal mit 30 ml QC-Puffer mit einer höheren 
Salzkonzentration (1 M NaCl) gewaschen. Die Plasmid-DNA wurde bei einer noch höheren 
Konzentration von Salz (1,25 M NaCl) mit 15 ml QF-Puffer eluiert und durch Zugabe von 
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10,5 ml Isopropanol präzipitiert. Die gefällte DNA wurde durch 30 min Zentrifugation bei 4 °C 
und 11000 rpm sedimentiert und mit 5 ml 70 % EtOH (v/v) gewaschen, erneut zentrifugiert und 
getrocknet. Die DNA wurde in 500 µl H2Obidest gelöst. Die Konzentration der Lösung wurde mit 
der UV-Absorptionsspektroskopie bei 260 nm bestimmt. 
3.2.1.2 Restriktion der DNA-Plasmide 
Die Restriktionsendonukleasen können bei der Spaltung der DNA stumpfe Enden (blunt ends) 
oder kohäsive Enden (sticky ends) erzeugen, d.h. sie hinterlassen an beiden Enden der DNA 
kurze überstehende Einzelstrangabschnitte, entweder einen 3'- oder 5'-Überhang. Für die 
darauffolgende in vitro-Transkription ist es wichtig, DNA-Templates mit einem 5'-Überhang 
oder blunt-end, also ohne 3'-Überhang zu verwenden, da von einem DNA-Template mit einem 
3'-Überhang unerwünschte Produkte transkribiert werden Sch 85. In der Abbildung 3.1 ist 
schematisch der multiple cloning Bereich des DNA-Plasmids pGem 3Zf(+) dargestellt, der von 
zwei Promoterbereichen (der T7- und der Sp6-Polymerase) eingeschlossen wird. Es sind 
ausschließlich die Schnittstellen der Restriktionsendukleasen angegeben, welche DNA-
Templates mit einem 5'-Überhang oder blunt-ends erzeugen. Die Schnittstellen der Restriktions-
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Abbildung 3.1: Multiple cloning Bereich von pGem 3Zf(+) mit den Schnittstellen der 
Restriktionsendonukleasen und den Universalsequenzen der Magnetpartikeln (fett) 
Es wurden 25 µg des Plasmids pGem 3Zf(+) (3197 bp) in 200 µl Reaktionsvolumen mit 20 µl 
des entsprechenden Restriktionsenzyms (20 U/µl) unter den in Tabelle 3.4 angegebenen 
Bedingungen über Nacht endonukleolytisch gespalten. Die Vollständigkeit der enzymatischen 
Reaktion wurde mittels Gelelektrophorese überprüft.  
Tabelle 3.4: Bedingungen für die Restriktion 
Restriktionsenzym Puffer Terminus Temp. [°C] 
Sma I NEBuffer 4 blunt-end 25 
Xba I NEBuffer 2 5′-Überhang 37 
Hinc II NEBuffer 3 blunt-end 37 
Sal I NEBuffer Sal I 5′-Überhang 37 
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3.2.1.3 Aufreinigung der DNA-Plasmide nach der Restriktion 
Die anschließende Phenol-Extraktion diente zur Trennung der DNA von den Proteinen. Dazu 
wurde der Reaktionsansatz mit einem gleichen Volumenanteil Phenol-Chloroform-Isoamyl-
alkohol (25/24/1) vermischt und 10 Minuten bei Raumtemperatur und 14000 rpm zentrifugiert. 
Nach der Zugabe von 200 µl Chloroform-Isoamylalkohol (24/1) zu der wässrigen Phase wurde 
erneut 10 Minuten bei 14000 rpm zentrifugiert, um das Phenol vollständig zu entfernen. Die in 
der getrennten wässrigen Phase gelösten DNA wurde durch Zugabe von 20 µl (0,1 
Volumenanteil) Natriumacetat (3 M, pH 5,2) und 440 µl (2 Volumenanteile) Ethanol bei -70 °C 
für 30 Minuten präzipitiert. Der Überstand wurde nach 30 Minuten bei 14000 rpm zentrifugieren 
verworfen. Das DNA-pellet wurde mit 1 ml 70 % EtOH (v/v) gewaschen und erneut 
zentrifugiert, getrocknet und in bidestilliertem Wasser gelöst. Die Quantifizierung der DNA 
erfolgte mit der UV-Absorptionsspektroskopie und die Lagerung bei -20 °C. Das aufgereinigte 
DNA-Plasmid wurde direkt in der in vitro-Transkription als DNA-Template eingesetzt. 
3.2.2 Darstellung der DNA-Templates: PCR-Produkte 
Zusätzlich wurden verschiedene PCR-Produkte als DNA-Template in der in vitro-Transkription 
eingesetzt. Dabei wurde der Einfluß der Sequenz auf die Bildung der Nebenprodukte in der 
in vitro-Transkription untersucht (vgl. Kapitel 4.1). Zusätzlich wurden PCR-Produkte als DNA-
Template in der Reversen-Sanger-Sequenzierung eingesetzt (vgl. Kapitel 4.3). 
3.2.2.1 Amplifizierung der DNA mittels PCR 
Mit der Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) besteht die Möglichkeit, 
einen spezifischen DNA-Abschnitt bei definierten Temperaturen enzymatisch zu vervielfältigen. 
In der in vitro-Amplifikation werden neben der dsDNA, die als Matrize (DNA-Template) dient, 
zwei sequenzspezifische, begrenzende, komplementäre Oligonukleotide (Primer) mit einem 
freien 3'-OH-Ende benötigt. In einem zyklischen Verfahren wird das DNA-Template zu Beginn 
der Reaktion durch Temperaturzufuhr vollständig denaturiert. Nach der Hybridisierung der 
Primer (annealing) werden diese im zweiten Schritt durch den Einbau Desoxyribonukleotiden 
(dNTPs) verlängert (Elongation). Durch die Verwendung einer hitzeresistenter DNA-Polymerase 
wie z.B. die Taq DNA-Polymerase aus dem Bakterium thermus aquaticus ist eine einmalige 
Zugabe des Enzyms ausreichend. Zur Aktivierung der HotStarTaq DNA-Polymerase wird im 
ersten Zyklus eine Denaturierungsdauer von 15 min. bei 94 °C gewählt. Nach mehreren Zyklen 
von Denaturierungen, Primer-Hybridisierungen und Elongation erreicht man eine exponentielle 
Amplifikation der DNA. Im letzten Zyklus wird die Elongationsdauer auf fünf Minuten 
verlängert, um vollständige Endprodukte zu erhalten.  
Die Primer können am 5'-Terminus einen Überhang von nicht-komplementären Nukleotiden 
haben, mit deren Hilfe andere Sequenzen wie z.B. die Erkennungssequenz der RNA-Polymerase 
(Promotorsequenz), Universalsequenz zur Festphasenaufreinigung an Magnetpartikeln oder 
Schnittstellen für Restriktionsendonukleasen in das Endprodukt eingeführt worden sind. Die 
Reaktionsparameter (Temperaturen, Zeiten) wurden den jeweiligen Bedingungen angepaßt. Die 
Hybridisierungstemperatur wurden so gewählt, daß sie etwa 2 °C unter der Schmelztemperatur 
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der Primer liegt. Das Standard PCR-Programm umfaßt folgende Zyklen, die mit einem 
programmierbaren „Thermocycler“ automatisch gesteuert worden sind: 
Tabelle 3.5: Standard PCR-Programm 
I. Initiale Denaturierung 94 °C 15 min 
II. Temperaturzyklus (40 Zyklen) 
 Denaturierung 94 °C 45 sek 
 annealing 53-56 °C 45 sek 
 Elongation 72 °C   2 min 
III. Terminale Elongation 72 °C   5 min 
IV. Kühlung   4 °C ∞ 
 
Um den Einfluß des upstream-Bereichs auf die Bildung der Nebenprodukte in der in vitro-
Transkription zu untersuchen (vgl. Kapitel 4.1), wurden Abschnitte aus dem Plasmid 
pGem 3Zf(+) mit den Primern aus der Tabelle 3.7 amplifiziert. Das 99 bp PCR-Produkt von 
pGem 3Zf(+) wurde nach Inkubation mit verschiedenen Restriktionsenzymen (Xba I, Sal I, 
Sma I) als DNA-Template in der in vitro-Transkription eingesetzt.  
Tabelle 3.6: Standardansatz für eine PCR-Reaktion mit HotStarTaq Master Mix 
  1,0 µg genomische DNA oder 
  1,0 µl PCR-DNA (PCR/H2O, 10/90 (v/v)) 
mit 2x HotStarTaq Master Mix (Qiagen) 
  2,0 µl Primer A (10 µM)  5 U HotStarTaq DNA-Polymerase 
  2,0 µl Primer B (10 µM)  Tris-HCl, KCl, (NH4)2SO4 
25,0 µl HotStarTaq Master Mix (Qiagen)  3 mM MgCl2 
20,0 µl H2O  400 µM jedes dNTP 
  pH 8,7 
 
Zusätzlich wurden PCR-Produkte als DNA-Template in der Reversen-Sanger-Sequenzierung 
hergestellt. Dazu erfolgte die Amplifikation der genomischen Patienten-DNA, die von Herrn PD. 
Dr. J. Reiss (Institut für Humangenetik, Universitätskliniken Göttingen) zur Verfügung gestellt 
worden sind, in zwei aufeinanderfolgenden PCR mit zwei verschiedenen Primerpaaren (nested 
PCR), um die Spezifität und die Ausbeute zu erhöhen. Zuerst wurde ein Bereich im Exon 11 aus 
dem CFTR-Gen mit den äußeren Primern 11i-5 und 11i-3 entsprechend der Tabelle 3.6 
amplifiziert Zie 91. Die Quantifizierung der resultierenden 425 bp PCR-Produkte erfolgte mit der 
analytisch vergleichenden Gelelektrophorese. Anschließend wurden die PCR-Produkte der 
Patienten-DNA in DNA-Vektoren hineinkloniert und als DMSO-Stockkultur bei –70 °C gelagert 
(vgl. Kapitel 3.2.3).  
Tabelle 3.7: PCR-Produkte von pGem 3Zf(+) und genomischer DNA (CFTR-Gen) mit den Sequenzen der 
verwendeten PCR-Primer 




pGem for. AAACGACGGCCAGTGAATTG 20 6175,1 
pGem rev. CAAGCTTGCATGCCTGCAGG 20 6118,0 99 
CFTR-Gen (Patienten-DNA): PCR-Produkt Nr.1 
11i-5 CAACTGTGGTTAAAGCAATAGTGT 24 7415,9 
11i-3 GCACAGATTCTGAGTAACCATAAT 24 7344,9 425 
 
In der zweiten PCR wurde als Template das 425 bp PCR-Produkt aus der Patienten-DNA und 
verschiedene Primern eingesetzt, die in der Tabelle 3.8 aufgelistet sind. Diese zweiten PCR-
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Produkte wurden anschließend in der in vitro-Transkription als DNA-Template eingesetzt (vgl. 
Tabelle 3.11). Die forward (For) und reverse (Rev) Primer weisen neben den basenspezifischen 
Sequenzen nicht-komplementäre Sequenzen (blaugrau) am 5'-Terminus auf. Die Abkürzung 
"T7" entspricht der Sequenz für den Promoterbereich der T7 RNA-Polymerase, "EcoRI" und 
"Sma" für die Schnittstellen von Restriktionsendonukleasen. Die Universalsequenzen (US) sind 
komplementär zu den Oligonukleotid-beladenen Magnetpartikeln und wurden zur Festphasen-
aufreinigung benötigt (siehe Kapitel 3.3.1 und Kapitel 4.2).  
Tabelle 3.8: DNA-Template PCR Nr.2 (CFTR-Gen) und die forward und reverse Primer mit den basen-
spezifischen (schwarz) und nicht-komplementären (blaugrau) Sequenzen am 5'-Terminus 
Primer 5'→3' Sequenzen der PCR-Primer Länge [b] 
Masse der 
Primer [g/mol] 
T7-For15 GTAATACGACTCACTATAGGGCAGGTGGAATCACACTG 38 11735,7 
T7-For36 GTAATACGACTCACTATAGGGCAGACAATATAGTTCTT 38 11684,7 
T7-For15_02 GTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGGAGGTGGAATCACACTG 43 13373,8 
T7-For36_02 GTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGGAGACAATATAGTTCTT 43 13322,7 
EcoRI_For15 GGAATTCCGAAGGTGGAATCACACTG 26 8044,3 
EcoRI_For36 GGAATTCCAGAAAGACAATATAGTTCTT 28 8619,7 
Rev_02 CTTGCTAAAGAAATTCTTGC 20 6091,0 
US_Rev_03 GGGGATCCTCTAGAGTCGATAAAGAAATTCTTGC 34 10505,9 
US_Rev_05 GGGCGAATTCGAGCTGTAAAGAAATTCTTGC 31 9599,3 
US_Rev_03_02 TCGACTCTAGAGGATCCCCTAAAGAAATTCTTGC 34 10385,8 
US_Rev_05_02 CAGCTCGAATTCGCCCTAAAGAAATTCTTGC 31 9439,2 
EcoRI_Sma_Rev_02 GGAATTCCCCCGGGGGCTTGCTAAAGAAATTCTTGC 36 11076,2 
3.2.2.2 Aufreinigung der PCR-Produkte & in vitro-Transkripte 
Die PCR-Produkte wurden mit und ohne Aufreinigung in der in vitro-Transkription eingesetzt. 
Dabei hat sich gezeigt, daß eine Aufreinigung der PCR-Produkte mit den folgenden 
Standardmethoden zu geringeren Ausbeuten in der in vitro-Transkription führt. Zusätzlich 
wurden in vitro-Transkripte mit diese Methoden aufgereinigt und anschließend massen-
spektrometrisch untersucht.  
Ultrafiltration (Microcon) 
Allgemein werden in der Ultrafiltration Membranen aus Cellulose mit verschiedenen 
Porengrößen zur Konzentrierung und Aufreinigung der Probe eingesetzt. Dazu wurde der 
Reaktionsansatz mit H2O auf 500 µl Volumen verdünnt und in ein Reaktionsgefäß mit der 
Membran YM-3 bzw. YM-10 (Ausschlußgenze: 3⋅103 u bzw. 1⋅104 u) gegeben. Die Lösung 
wurde 30 min bei 14000 rpm zentrifugiert. Das Wasser wird dabei gemeinsam mit den Salzen 
und Molekülen unterhalb der Ausschlußgrenze mittels Zentrifugation durch die Membran 
gepreßt. Dabei verringert sich das Probenvolumen zunächst ohne signifikante Änderung der 
Salzkonzentration, so daß die Proben mehrmals mit Wasser verdünnt und zentrifugiert wird, um 
neben der Konzentrierung auch eine Aufreinigung zu erzielen.  
 
Dabei hat sich in der Ultrafiltration von in vitro-Transkripten mit verschiedenen Membranen 
herausgestellt, daß sich die Membranen mit der großen Ausschlußgrenze (<1⋅104 u) nur dann 
eigneten, wenn die full length-Transkripte deutlich größer als 40 Basen (<1,3⋅104 u) waren. Bei 
der Verwendung von Membranen mit einer kleineren Ausschlussgrenze (<3⋅103 u) trat dagegen 
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keine Trennung der full length-in vitro-Transkripten von den Nebenprodukten ein. Zudem 
erfolgte allgemein keine effiziente Aufreinigung, denn in der nachfolgenden MALDI-MS 
wurden Salzaddukte nachgewiesen. Anhand von photometrischen und gelelektrophoretischen 
Daten wurden Ausbeuten zwischen 60 % und 70 % erzielt, die jedoch nicht entscheidend für 
eine erfolgreiche massenspektrometrische Analyse sind. Vergleichbare Ergebnisse wurden mit 
der Adsorption von in vitro-RNA an eine immobilisierte Silica-Gel-Matrix in Gegenwart hoher 
Salzkonzentrationen erzielt (s.u.).  
QIAquick (Qiagen) 
Die Produkte aus der PCR und aus der in vitro-Transkription wurden mittels Adsorption an einer 
immobilisierten Silica-Gel-Matrix in Anwesenheit hoher Salzkonzentrationen gebunden. Zu den 
Reaktionsansätzen wurde das fünffache Volumen PB-Puffer hinzugegeben, das Isopropanol und 
chaotrope Salze enthält. Dies führt zur Denaturierung der Proteine und zur reversiblen Bindung 
der Nukleinsäuren an die Silica-Gel-Matrix. Nach 1 min Zentrifugation bei 14000 rpm wurde der 
Eflux verworfen. Nach Waschen mit 750 µl EtOH-haltigen PE-Puffer wurde erneut zentrifugiert, 
um das Ethanol vollständig zu entfernen. Die DNA bzw. RNA wurde nach 1 min Inkubationszeit 
durch Zentrifugation in 20 µl H2O eluiert.  
3.2.3 Klonierung der PCR-Produkte 
Zur Lagerung wurden die 425 bp PCR-Produkte (CFTR-Gen) aus den genomischen Patienten-
DNAs in DNA-Vektoren hineinkloniert und als DMSO-Stockkultur bei –70 °C aufbewahrt.  
Für die Untersuchungen des Einflusses der Template-Sequenz auf die Bildung der 
unerwünschten Nebenprodukte in der in vitro-Transkription wurden PCR-Produkte in das 
Plasmid pGem 3Zf(+) hineinkloniert und anschließend transkribiert. Dazu wurden die PCR-
Produkte CFTR-Nr.11 und CFTR-Nr.12 hergestellt (vgl. Tabelle 3.11). Dabei sind die 
Sequenzen der Primer so gewählt worden, daß am 5'-Terminus eine EcoR I-Schnittstelle und am 
3'-Terminus sowohl eine Sma I- als auch eine EcoR I-Schnittstelle eingefügt wurde. Die EcoR I-
Schnittstelle war für die Ligation in das Plasmid pGem 3Zf(+) notwendig und die Sma I-
Schnittstelle diente zur Linearisierung des Plasmids. Die Klonierung der PCR-Produkte 
beinhaltet mehrere Schritte: Aufreinigung und Ligation der PCR-Produkte in den Vektor und 
Transformation von E. coli. 
3.2.3.1 Reinigung der PCR-Produkte für die Ligation 
Die zur Klonierung benötigten PCR-Produkte wurden vor der Ligation durch die Adsorption an 
einer immobilisierten Silica-Gel-Matrix in Anwesenheit hoher Salzkonzentrationen mit einem 
QIAquick Gel Extraktion-Kit (Qiagen) aufgereinigt. Nach der gelelektrophoretischen Auf-
trennung der DNA-Fragmente im Agarosegel wurde die gewünschte Bande im UV-Licht mit 
einem Skalpell herausgeschnitten. Das Gelstück wurde mit dreifachem Volumen 
Solubilisierungspuffer QG (enthält neben den chaotropen Salzen auch einen pH-Indikator) 
versetzt und 10 min bei 50 °C inkubiert und zwischendurch geschüttelt, um das Gelstück 
vollständig in Lösung zu bringen. Die Zugabe von einem einfachen Volumenanteil Isopropanol 
erfolgte, um die Ausbeute der DNA-Fragmente kleiner 500 bp und größer 4 kb zu erhöhen. Eine 
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QIAquick Spinsäule wurde mit dem Reaktionsgemisch beladen. Nach 1 min Zentrifugation bei 
14000 rpm wurde der Eflux verworfen. Es folgte ein Waschschritt mit einem EtOH-haltigen PE-
Puffer, die Säule wird getrocknet und die DNA abschließend mit 30 µl H2O eluiert.  
 
Zur Reinigung der DNA-Fragmente direkt aus dem PCR- und Restriktionsansatz wurde das 
fünffache Volumen PB-Puffer hinzugegeben, um die enthaltenen Proteine (Enzyme, BSA) zu 
denaturieren. Das Gemisch wurde auf eine QIAquick Spinsäule gegeben und es wurde wie oben 
beschrieben weiter verfahren. 
3.2.3.2 Phosphatase-Behandlung 
Um die Religation eines linearisierten Vektors zu verhindern, wurden endständige 5'-Phosphat-
Gruppen mit alkalischer Phosphatase aus Kälberdarm (calf intestinal alkaline phosphatase, 
CIAP) entfernt. Linearisierte Vektor-DNA (5-10 µg) wurden dazu in einem 10 µl Ansatz mit 
0,5 U alkalischer Phosphatase im 1x NEBuffer 3 (siehe Tabelle 3.4) für 30 min bei 37 °C 
dephosphoryliert.  
 
Die 5'-Phosphatgruppen der RNA in vitro-Transkripte wurden mit alkalischer Phosphatase aus 
Kälberdarm (CIAP) entfernt, um die Auflösung in der nachfolgenden massenspektrometrischen 
Analyse und die Reaktionsbedingungen der Exonuklease SVP zu verändern. Dazu wurden die 
Transkripte nach der Aufreinigung mit 0,1 U CIAP ohne weiteren Puffer für 30 min bei 37 °C 
inkubiert. 
3.2.3.3 Ligation der Vektor- und DNA-Fragmente 
Die T4-DNA Ligase katalysiert die Ligation von DNA-Fragmenten und entsprechend 
hydrolysierter Vektor-DNA. Es wurden 50 ng Vektor-DNA (pGEM-T-easy oder pGEM 3Zf(+)) 
und ein zwei- bis dreifacher molarer Überschuß an Insertions-DNA eingesetzt. Zur Verbindung 
der überhängenden Enden wurde das Reaktionsgemisch nach Zugabe der T4-Ligase vier bis 
zwölf Stunden bei 4 °C inkubiert. Die verwendeten Vektoren waren in der Regel 
dephosphoryliert, um eine Religation zu verhindern. Als Kontrolle dienten Ansätze, die nur die 
Vektor-DNA enthalten. 
Tabelle 3.9: Ligationsansatz 
50 ng linearisierte Vektor-DNA  mit  2x Rapid Ligation-Puffer (Promega) 
DNA-Fragment   60 mM Tris-HCl 
2,5 µl 2x Rapid-Ligationspuffer (Promega)  20 mM MgCl2 
0,5 µl T4-Ligase (3,0 Weiss U/µl)  20 mM DTT 
auf 5 µl mit H2O auffüllen  2 mM ATP 
  10 % Polyethylene Glykol  (MW 8000) 
  pH 7,8 
3.2.3.4 Transformation von E. coli 
Zur Durchführung der Transformation wurden kompetente Bakterien E. coli des Stammes K12 
(JM109, Promega), deren Zellwände für eine Genübertragung speziell durchlässig gemacht 
worden sind, verwendet. Es wurde 2,5 µl des Ligationsansatzes mit 50 µl auf Eis aufgetauten 
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kompetenten Bakterien auf Eis für 20 min inkubiert. Nach einem Hitzeschock von 90 sek bei 
42 °C warmen Wasserbad wurden die transformierten Bakterien weitere 90 sek auf Eis gelagert. 
Nach Zugabe von 200 µl SOC-Medium (siehe Tabelle 3.2) wuchsen die Bakterien unter 
Schütteln (300 rpm) 1 h bei 37 °C. Die Bakterien wurden abzentrifugiert, in verbleibenden 50 µl 
SOC-Medium resuspendiert und auf antibiotikum-haltigen Agarplatten ausplattiert. Für die 
Agarplatten wurde dem LB-Medium 1,5 % Agar (w/v) zugegeben und erhitzt. Nach Abkühlen 
des Mediums auf etwa 50 °C wurde 100 µg/ml Ampicillin hinzugefügt. Für die Blau/Weiß-
Selektion von E. coli-Transformanten wurde jeweils 10,0 µl 1 M 1-Isopropyl-β-D-thiogalakto-
pyranosid Lösung (IPTG) und 40,0 µl X-Gal Lösung (5-Brom-4-Chlor-indolyl-β-D-galaktosid, 
20 mg/ml Dimethylformamid) pro Platte hinzu gegeben. IPTG induziert die Synthese von β-
Galaktosidase, die nur bei Plasmiden ohne Insert funktionsfähig ist. β-Galaktosidase wiederum 
verdaut X-Gal, was zu halogeniertem Indigo führt. Klone, die kein Insert enthalten sind also 
blau. Nach Inkubation über Nacht bei 37 °C wurden die Platten bei 4 °C gelagert, um die Blau-
Färbung der Klone zu verstärken. Mit Hilfe der QIAprep-Miniprep-Kit von Qiagen wurde 
anschließend getestet, ob die weißen Klone das richtige Insert enthielten.  
3.2.3.5 DNA Isolation mittels QIAprep-Miniprep-Kit 
Die E. coli Bakterien wurden im 3 ml Ampicillin-haltigen LB-Medium angezogen. Die Kultur 
wurde dabei aus einer Kolonie oder direkt aus einer DMSO-Stockkultur angeimpft. Der Ansatz 
wurde bei 37 °C über Nacht bei 300 rpm in einem Rundschüttler inkubiert. 2/3 der Bakterien 
wurden mittels einer alkalischen Lyse isoliert und durch Adsorption an einer immobilisierten 
Silica-Gel-Matrix aufgereinigt. Dazu wurden die Bakterien 1 min bei 10000 rpm abzentrifugiert 
und die abgeernteten Bakterien in 300 µl P1-Puffer resuspendiert. Die alkalische Lyse erfolgte 
durch Zugabe von 300 µl P2-Puffer und Inkubation von 5 min bei Raumtemperatur. Die 
Zusammensetzung der Puffer P1 und P2 für die alkalische Lyse wird in der Tabelle 3.3 
beschrieben. Nach Zugabe von 300 µl des gekühlten Neutralisierungspuffers N3 (chaotrope 
Salze) und 5 min Inkubationszeit auf Eis wurden Zellrückstande, SDS, Proteine, Lipide und 
chromosomale DNA 10 min bei Raumtemperatur und 14000 rpm abzentrifugiert. Der Plasmid-
haltige Überstand wurde mittels Zentrifugation an eine Miniprep-Säule gebunden. Nach 
Waschen mit 750 µl EtOH-haltigen PE-Puffer wurde erneut zentrifugiert, um das Ethanol 
vollständig zu entfernen. Die DNA wurde nach 1 min Inkubationszeit durch Zentrifugation in 
50 µl H2O eluiert. Mittels einer Restriktionsanalyse und anschließender Gelelektrophorese wurde 
überprüft, ob das Insert in der Plasmid-DNA enthalten ist. Für die Lagerung der 425 bp PCR-
Produkte von verschiedenen Patienten-DNA war die Orientierung des Inserts im Plasmid 
unwichtig. Für die in vitro-Transkription von den PCR-Produkten CFTR-11 und –12 war eine 
richtige Orientierung im Plasmid erforderlich. Um diese festzustellen, würde normalerweise eine 
aufwendige Sanger-Sequenzierung erfolgen. Aber anhand einer massenspektrometrischen 
Untersuchung und der resultierenden Massen konnte die Orientierung der Inserts bestimmt 
werden (vgl. Kapitel 4.1.3). Für die Lagerung wurden 900 µl der Über-Nacht-Kultur mit 100 µl 
DMSO versetzt und bei -70 °C als DMSO-Stockkultur gelagert. 
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3.2.4 RNA in vitro-Transkription 
Die in vitro-Transkription wurde in 50 µl Volumen nach der in Tabelle 3.10 angegebenen 
Bedingungen durchgeführt. Entweder ein linearisiertes Plasmid oder ein PCR-Produkt mit einem 
T7-Promoterbereich wurde als DNA-Template eingesetzt. Der Ansatz wurde für zwei Stunden 
bei 37 °C inkubiert. Die Sequenzen und die Massen der Transkripte sind in der Tabelle 3.11 
aufgeführt.  
Es wurden 3,0-5,0 µl der Produkte zur Kontrolle auf ein 1,5 % Agarosegel (w/v) bzw. ein 
denaturierendes 20 % PAGE-Gel (w/v) aufgetragen. Die Transkripte wurden sowohl für die 
MALDI-Untersuchung als auch für die Reverse-Sanger-Sequenzierung entsprechend der in 
Kapitel 3.3.1 bzw. mit den bereits beschriebenen Standardverfahren aufgereinigt. 
Tabelle 3.10: Standardansatz für eine in vitro-Transkription mit 5x-Puffer  
  3,0 µl Plasmid-DNA (1,0 µg/µl) oder 
10,0 µl PCR-DNA (50 ng/µl) 
mit 5x Puffer (NEB, Promega, MBI) 
10,0 µl 5x Puffer  200 mM Tris-HCl 
10,0 µl NTP (jedes NTP 2.5 mM)  30 mM MgCl2 
  1,0 µl T7 RNA-Polymerase (50 U/µl)  10 mM Spermidin 
auf 50 µl mit H2O auffüllen  50 mM DDT 
  pH 7,9 
 
3.2.5 Reverse-Sanger-Sequenzierung auf RNA-Ebene 
Für die Experimente in Kapitel 4.3 wurden modifizierte RNA Transkripte hergestellt und 
exonukleolytisch mit der Phosphodiesterase (snake venom) gespalten.  
3.2.5.1 Modifizierte RNA in vitro-Transkription mit α-S-NTP 
Die α-S-NTPs sind als Sp-Stereoisomere geliefert worden (vgl. Abbildung 4.7). Das Protokoll 
zur Herstellung von modifizierter RNA mit verschiedenen Mengenverhältnissen von α-S-NTPs 
zu NTPs ist in Tabelle 3.11 zusammengefaßt. Die Reaktion und die Aufreinigung der Produkte 
erfolgte analog wie für die unmodifizierte RNA.  
Tabelle 3.11: In vitro-Transkription mit α-S-NTP 










(50 ng/µl PCR bzw. 1,0 µg/µl Plasmid) 5,0 µl 5,0 µl 5,0 µl 5,0 µl 5,0 µl 
5x-Puffer  10,0 µl 10,0 µl 10,0 µl 10,0 µl 10,0 µl 
NTP-Mix (jedes NTP 2,5 mM  
bzw. bei drei Nukleotiden 3,3 mM) 10,0 µl 7,5 µl 7,5 µl 7,5 µl 7,5 µl 
NTPunmodifiziert (2,5 mM) - 1,90 µl 1,25 µl 0,63 µl - 
α-S-NTP (5 mM) - 1,25 µl 2,5 µl 3,75 µl 5,0 µl 
H2Obidest 24,0 µl 23,35 µl 22,75 µl 22,12 µl 21,5 µl 
T7 Polymerase (50 U/µl) 1,0 µl 1,0 µl 1,0 µl 1,0 µl 1,0 µl 
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Restr. Enzym / 
Primer 
PCR 






3Zf(+) Sma I - 
PPP-GGGCGAUUCGAGCUCGGUACCC 23 7618,5 
pGem 
3Zf(+) BamH I - 
PPP-GGGCGAAUUCGAGCUCGGUACCCGGGGAUC 30 9938,8 
pGem 
3Zf(+) Xba I - 
PPP-GGGCGAAUUCGAGCUCGGUACCCGGGGAUCCUCUAG 36 11836,0 
pGem 
3Zf(+) Hinc II - 
PPP-GGGCGAAUUCGAGCUCGGUACCCGGGGAUCCUCUAGAGUC 40 13121,7 
pGem 
3Zf(+) Sal I - 
PPP-
GGGCGAAUUCGAGCUCGGUACCCGGGGAUCCUCUAGAGUCGA 42 13796,2 
pGem 










































































*: PCR-Produkt in pGem 3Zf(+) hineinkloniert und linearisiert, Transkription von Plasmid 
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 3.2.5.2 Exonukleolytische Reaktion mit der Snake Venom Phosphodiesterase (SVP) 
Die exonukleolytische Spaltung wurde mit der snake venom Phosphodiesterase (SVP) 
durchgeführt, welche die Phosphodiesterbindungen von 3'→5' Richtung von DNA und RNA 
sukzessive hydrolysiert. Die abgespaltenen Nukleotide tragen die 5'-Phosphatgruppe.  
Das lyophilisierte Enzym SVP aus Crotalus adamanteus (65 U/mg) wurde zu 1 mg/ml in einem 
50 % Glycerol Puffer (110 mM Tris-HCl, 15 mM MgCl2, pH 8,9 (v/v)) gelöst und bei –20 °C 
gelagert.  
 
Für eine exonukleolytische Reaktion wurde das Enzym SVP 1:9 mit H2Obidest verdünnt. 5,0 µl 
synthetische RNA und DNA (10 pmol/µl) wurden mit 5,0 µl 50 % ACN-Puffer (10 mM Tris-
HCl, pH 8,9, v/v) versetzt und mit 2 µl Enzymlösung (1,3⋅10-2 U) bei Raumtemperatur inkubiert. 
Die DNA und RNA wurden vor der Inkubation 5 min auf 80 °C erhitzt und anschließend 5 min 
auf Eis gelagert. Zur Optimierung wurden verschiedene Puffer mit und ohne MgCl2 (bzw. 
Acetonitril) getestet (10 mM DAC, mit und ohne 1 mM MgCl2, pH 9,2).  
 
Die Reaktionsprodukte von einem 23-mer in vitro-Transkript (pGem mit Sma I linearisiert als 
DNA-Template) mit der freien OH-Gruppe am 3'-Terminus werden in der folgenden Tabelle 
entsprechend der McLuckey Nomenklatur als b-Serie dargestellt McL 92.  
Tabelle 3.13: Produkte von 23-mer RNA nach SVP-Reaktion mit 0 % und 100 % α-S-NTP für eine der vier 
Basen: pGEM linearisiert mit Sma I und transkribiert mit T7 RNA-Polymerase  











b1 G 524,2 - - 540,3 - 
b2 G 869,4 - - 901,5 - 
b3 G 1214,6 - - 1262,8 - 
b4 C 1519,8 - 1535,9 - - 
b5 G 1865,0 - - 1929,3 - 
b6 A 2194,2 2210,3 - - - 
b7 A 2523,4 2555,5 - - - 
b8 U 2829,6 - - - 2845,6 
b9 U 3135,7 - - - 3167,9 
b10 C 3440,9 - 3473,1 - - 
b11 G 3786,1 - - 3866,5 - 
b12 A 4115,4 4163,6 - - - 
b13 G 4460,6 - - 4557,0 - 
b14 C 4765,7 - 4813,9 - - 
b15 U 5071,9 - - - 5120,1 
b16 C 5377,1 - 5441,4 - - 
b17 G 5722,3 - - 5834,8 - 
b18 G 6067,5 - - 6196,0 - 
b19 U 6373,7 - - - 6437,9 
b20 A 6702,9 6767,2 - - - 
b21 C 7008,1 - 7088,4 - - 
b22 C 7313,3 - 7409,7 - - 
[M+H]+ C 7618,4 - 7730,9 - - 
 
In den letzten vier Spalten sind die basenspezifischen Produkte nach der exonukleolytischen 
Reaktion aufgeführt, nachdem eine der vier Basen vollständig durch 100 % α-S-NTP ersetzt 
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worden ist. Aufgrund der Massendifferenz von 16 u zwischen den nativen NTPs und α-S-NTPs 
unterscheiden sich die resultierenden Leitern in den Molekularen Massen. Werden 25 % α-S-
NTP eingesetzt, entsteht aufgrund der Massendifferenz von 16 u zwischen den beiden 
Nukleotiden eine Produktverteilung in Abhängigkeit der Einbaurate der α-S-NTP (vgl. Kapitel 
4.3). 
3.2.6 Allelfrequenzbestimmung mit der hMC-Methode 
Für die Detektion von Polymorphismen und zur Bestimmung von Allelfrequenzen in einem 
DNA-Referenzpool wurde eine von der Firma Sequenom jüngst entwickelte hMC-Methode 
(homogenous MassCLEAVE) eingesetzt (vgl. Kapitel 4.4). In dieser Methode wurden 
modifizierte in vitro-Transkripte nach einer endonukleolytischen Reaktion mit RNase A massen-
spektrometrisch analysiert. Das Verhältnis der Mutante in einem DNA-Referenzpool wurde aus 
dem Verhältnis der m/z-Peakflächen der Reaktionsprodukte (Allele) berechnet.  
3.2.6.1 Amplifikation der genomischen DNA mittels PCR (CETP-Gen) 
Zunächst wurde der Genotyp von 10 individuellen Kontroll-DNAs (Sequenom) an drei 
ausgewählten Positionen innerhalb des CETP-Gens mit dem hMC-Assay bestimmt. Im ersten 
Schritt erfolgte eine Amplifizierung von 10 Individuen (5 ng) nach den in Tabelle 3.15 und 
Tabelle 3.14 aufgeführten Bedingungen im Mikromaßstab in Multititerplatten mit 384 Wells. 
Dabei wies entweder der forward (for) oder reverse (rev) Primer eine Promotersequenz der 
T7 DNA/RNA-Polymerase am 5'-Terminus auf. Zur Kontrolle wurden 1,0 µl bzw. 0,5 µl der 
PCR-Produkte auf ein 1,5 % Agarosegel (w/v) aufgetragen.  
 
Tabelle 3.14: Standard PCR-Programm für hMC- und hME-Verfahren 
I. Initiale Denaturierung 94 °C 15 min 
II. Temperaturzyklus (45 Zyklen) 
 Denaturierung 94 °C 30 sek hMC 20 sek hME 
 annealing 56 °C 30 sek 
 Elongation 72 °C 60 sek 
III. Terminale Elongation 72 °C 3 min 
IV. Kühlung 4 °C ∞ 
Tabelle 3.15: Standardansatz für eine PCR-Reaktion im Mikromaßstab 
1,0 µl genomische DNA (5 ng/µl) mit 10x Puffer 
0,2 µl forward Primer (5 µM)  Tris-HCl 
0,2 µl reverse Primer (5 µM)  KCl 
0,5 µl 10x Puffer  (NH4)2SO4 
(hME: 0,2 µl MgCl2 (25 mM)  15 mM MgCl2 
0,04 µl dNTP (25 mM je dNTP)  pH 8,7 
0,02 µl Taq DNA-Polymerase (5 U/µl)   
mit H2O auf 5 µl auffüllen   
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Chromosom 16: CETP-Gen: 22,8 kb von Position 5715372-5738170 2  
Amplikon Nr.1 (568 bp): SNP rs158477 (G/A) an der Position 5727625  










Amplikon Nr.5 (637 bp): SNP rs289716 (T/A) an der Position 5729391 und SNP rs289717 
(G/A) an der Position 5729403 










3.2.6.2 Phosphatase-Behandlung mit alkalischer Phosphatase aus shrimp (SAP) 
Um in der in vitro-Transkription und in der Nukleotid Extension einen Einbau der vorhanden 
dNTPs aus der vorherigen PCR zu verhindern, wurden die 5'-Phosphatgruppen der dNTPs 
enzymatisch entfernt. Dazu wurde zu den PCR-Produkten je 2 µl bestehend aus 1,7 µl 1x-PCR-
Puffer und 0,3 µl SAP (1 U/µl) dazu pipettiert und das Reaktionsgemisch für 20 min bei 37 °C 
inkubiert. Das Enzym wurde anschließend durch einen Hitzeschock von 5 min bei 85 °C 
inaktiviert. 
3.2.6.3 Modifizierte in vitro-Transkription mit dNTP 
Als DNA-Template dienten 2,0 µl der PCR-Produkte, die ohne weitere Aufreinigung in der 
in vitro-Transkription eingesetzt wurden. Die modifizierte T7 R/DNA-Polymerase baut sowohl 
Desoxy- als auch Ribonukleotide in der Transkription ein Sou 95. In der dCTP-Reaktion wurde 
dCTP anstelle CTP (bzw. in der dTTP-Reaktion: dTTP anstelle UTP) eingesetzt. Nach 2 Stunden 
Inkubationszeit bei 37 °C war die Transkription beendet. Zur Kontrolle wurden je 1,0 µl der 
Reaktionen auf ein 1,5 % Agarosegel (w/v) aufgetragen. 
 
                                                 
2 www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP 
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Tabelle 3.16: Standardansatz für eine modifizierte in vitro-Transkription im Mikromaßstab 
2,00 µl PCR mit 5x R&DNA-Puffer 
0,80 µl 5x-R&DNA-Puffer  200 mM Tris-OAc 
0,20 µl DTT (100 mM)  200 mM KOAc 
0,12 µl ATP, GTP, UTP (je 33,3 mM) bzw. 
0,12 µl ATP, GTP, CTP (je 33,3 mM) 
 50 mM Mg(OAc)2 
0,10 µl dCTP (2,5 mM) bzw. dTTP  40 mM Spermidin 
0,40 T7 R&DNA-Polymerase (50 U/µl)  pH 8,0 
Ansätze mit H2O auf 4 µl auffüllen   
3.2.6.4 Endonukleolytische Reaktion mit RNase A 
Die RNase A ist eine Pyrimidinbase-spezifische Endonuklease (U/C). Durch die Modifizierung 
der RNA Transkripte mit dCTP (bzw. mit dTTP) erfolgte ein eindeutige, basenspezifische 
Spaltung zwischen jeder rUpN-Position (bzw. zwischen rCpN). Zu den Transkripten wurde 
2,5 µl RNase A-Mix (2,45 µl H2O und 0,05 µl RNase A (10 mg/ml)) dazu pipettiert und für 
1 Stunde bei 37 °C inkubiert. Die MALDI-kompatible Aufreinigung und die Nano-Präparation 
wird in Kapitel 3.3.1 näher beschrieben. 
3.2.6.5 Erstellen der DNA-Referenzpoole 
Es wurde zunächst ein DNA-Referenzpool erstellt, um die Allelfrequenz mit der hMC-Methode 
zu bestimmen. Dazu wurden zwei Homozygote (Wildtyp und Mutante) in verschiedenen 
Konzentrationsverhältnissen gemischt: 0,00:1,00; 0,05:0,95; 0,10:0,90; 0,20:0,80; 0,40:0,60; 
0,50:0,50; 0,60:0,40; 0,80:0,20; 0,90:0,10; 0,95:0,05; 1,00:0,00. Es wurden 5 Experimente pro 
hMC-Reaktion durchgeführt.  
3.2.6.6 Quantifizierung der MALDI-Spektren 
Die Peakflächen der m/z-Signale der Genotypen, die sowohl im manuellen und als auch im 
automatischen Modus massenspektrometrisch analysiert wurden, wurden mit drei verschiedenen 
Auswerteprogrammen bestimmt (vgl. Kapitel 3.3.4). Aus den gemessen, gemittelten Flächen-
verhältnisse der Mutante im DNA-Referenzpool [ĀM/(ĀM+ĀW)] wurden das Mengenverhältnis 
der Mutante im DNA-Pool [NM/(NM+NW)] unter Berücksichtigung der in Tabelle 4.3 
zusammengefassten Multiplizitäten und PCR Wichtung mit den Gleichungen (Gl. 4.7) und (Gl. 
4.8) aus Kapitel 4.4.2 berechnet. Zur Bestimmung der PCR Wichtung wurden die Flächen der 
zwei Allelen von 4 heterozygote Individuen bestimmt und der Mittelwert gebildet. Mit den 
Gleichungen (Gl. 4.4) und (Gl. 4.5) wurden daraus die Amplifizierungsfaktoren V und mit (Gl. 
4.6) die PCR-Wichtung berechnet. 
3.2.7 Allelfrequenzbestimmung mit der hME-Methode 
Bislang wurde die Häufigkeitsverteilung von Allelen in einem DNA-Pool häufig mit der hME-
Methode (homogenous MassEXTEND) von der Firma Sequenom bestimmt. Für den Vergleich 
wurden daher die Untersuchungen mit der hME-Methode wiederholt (vgl. Kapitel 4.4.5). Das 
homogene MassEXTEND-Verfahren (hME) basiert auf eine allelspezifische Nukleotid-
Extension mit einer Thermosequenase.  
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Im ersten Schritt wurde eine PCR unter den Bedingungen wie in Tabelle 3.14 und Tabelle 3.15 
beschrieben durchgeführt. Es wurden jedoch nur 2,5 ng anstatt 5,0 ng genomische DNA 
eingesetzt. Die verwendeten Primer weisen keinen T7-Promoterbereich am 5'-Terminus auf, da 
in der hME-Methode keine Transkription stattfindet. Zur Kontrolle wurden die PCR-Produkte 
gelelektrophoretisch getrennt. 
Im zweiten Schritt wurde eine Dephosphorylierung der dNTPs mit einer alkalischen Phosphatase 
(SAP) unter den oben beschrieben Bedingungen durchgeführt.  
Tabelle 3.17: Primerextension Programm für hME-Verfahren 
I. Initiale Denaturierung 94 °C 2 min 
II. Temperaturzyklus (40 Zyklen) 
 Denaturierung 94 °C 5 sek  
 annealing 52 °C 5 sek 
 Elongation 72 °C 5 sek 
III. Kühlung   4 °C ∞ 
 
Der letzte Schritt stellte die Nukleotid-Extension in 40 Zyklen nach Zugabe von 2,0 µl des 
MassEXTEND-Mixes [0,20 µl 10x hME Stop Mix, 0,018 µl Thermosequenase (32 U/µl), 
0,54 MassEXTEND Primer (10 µM) und 1,242 µl H2O] unter den in der Tabelle 3.17 
angegebenen Bedingungen dar. Die verwendeten Stopmixe (ddNTPs) und die m/z-Werten der 
unverlängerten Primer sind in der Tabelle 3.18 aufgeführt.  
Tabelle 3.18: Experimentelle Parameter für die hME-Reaktionen mit den m/z-Werten der unverlängerten 
Primern  
SNP Amplikon Nr. Stop-Mix Sequenz der Primer Masse der Primer [g/mol] 
Amp 5 For CGT GCTCCATTCCCTGCTCCATT 5954,9 SNP rs289716 
(T/A) Amp 5 For A GCTCCATTCCCTGCTCCATT 5954,9 
SNP rs289717 
(G/A) Amp 5 Rev ATG GTTCCAGCCCCCTACAAGT 5708,8 
Amp 1 Rev ATG TTCGTCCTGCTACATCTCAG 6019,0 SNP rs158477 
(G/A) Amp 1 Rev T TTCGTCCTGCTACATCTCAG 6019,0 
3.2.8 Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA 
Die Konzentration und die Reinheit von DNA und RNA in wässriger Lösung kann 
spektralphotometrisch bestimmt werden, denn Nukleinsäuren besitzen ein Absorptionsmaximum 
bei 260 nm. eine Optische Dichteeinheit (OD) entspricht bei einer Wellenlänge von λ = 260 nm 
einer Konzentration von 50 µg/ml dsDNA, 40 µg/ml RNA bzw. 33 µg/ml Oligonukleotide Sam 01. 
Da Proteine eine stärkere Absorption bei 280 nm als bei 260 nm besitzen, wird der Quotient 
OD260/OD280 als Grad für die Verunreinigung von Proteinen und Phenolen herangezogen. Bei 
einem Wert des Quotienten zwischen 1,8-2,0 kann die DNA- oder RNA-haltige Lösung als rein 
angesehen werden. Geringer Werte als 1,8 weisen auf Verunreinigungen durch Proteine hin und 
bei höheren Werten liegen freie Nukleotide in der Lösung vor. 
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3.2.9 Gelelektrophorese zur Trennung von Nukleinsäuren 
Das Prinzip der Elektrophorese beruht auf der Tatsache, daß geladene Teilchen wie z.B. die über 
einen großen pH-Bereichs negativ geladenen Nukleinsäuren in Abhängigkeit der Masse und des 
effektiven Querschnitts unterschiedlich schnell in einem elektrischen Feld wandern. Als 
Trägermaterialen eignen sich in Abhängigkeit der Größe der Analytmoleküle Agarose 
(Polysaccharid aus Algen) oder Polyacrylamid. Kleinere RNA-Moleküle werden am besten mit 
denaturierenden Polyacrylamidgelen aufgetrennt, allerdings eignet sich zur "schnellen, 
ungenauen" Analyse auch die handlicheren nicht-denaturienden Agarosegele. Die Banden der 
Nukleinsäuren bleiben unsichtbar, solange sie nicht markiert oder angefärbt werden. Als 
empfindlicher Nachweis (ca. 20 ng) für dsDNA, ssDNA und RNA eignet sich der interkalierende 
Farbstoff Ethidiumbromid (EtBr). Methylenblau wird zum Färben von RNA-Banden im 
Polyacrylamidgelen verwendet.  
Agarosegel  
Für die Trennung von DNA-Plasmiden wurden Gele mit 1 % Agarose (w/v) in 1x TBE (45 mM 
Trisborat, 1 mM EDTA) hergestellt. Kleinere DNA-und RNA-Fragmente wurden in Gele mit 
1,5 % Agarose (w/v) in 1x TBE getrennt. Als Probenpuffer diente eine Lösung aus 0,25 % 
Bromphenolblau (w/v), 0,25 % Xylene Cyanol FF (w/v) und 30 % Glycerol (v/v). Zur semi-
quantitativen Konzentrationsbestimmung wurde eine 1kb-DNA-Leiter bzw. 100 bp-DNA-Leiter 
von New England Biolabs (Frankfurt, Deutschland) bei kleineren DNA-Fragmenten eingesetzt. 
Diese Längenstandards mit genau definierten Größen und Konzentrationen der DNA-Fragmente 
werden in einer separaten Gelspur aufgetragen. Nach der gelelektrophoretischen Trennung 
wurden die DNA-Fragmente als Banden im UV-Licht (254 nm) sichtbar gemacht und 
photographiert.  
Polyacrylamidgel unter denaturierenden Bedingungen 
Die RNA in vitro-Transkripte wurden mit Hilfe von denaturierenden 20 % Polyacrylamidgelen 
(v/v) (4,8 g Harnstoff, 5 ml einer 40 % Bis-Acrylamidlösung (v/v), 2 ml 5x TBE) charakterisiert. 
Die Polymerisation begann nach der Zugabe von 67 µl 10 % APS (v/v) als Radikalstarter und 
7 µl TEMED als Katalysator. Als Probenpuffer diente 10 µl Harnstoff (7 M), das vorher mit 
Mixed-bed-resin entionisiert wurde und eine Lösung aus 0,25 % Bromphenolblau (w/v), 0,25 % 
Xylene Cyanol FF (w/v) und 30 % Glycerol (v/v). Die Proben wurden dann für 5 min auf 95°C 
erwärmt, um eine vollständige Denaturierung zu gewährleisten. Zur semi-quantitativen 
Konzentrationsbestimmung wurden selbsthergestellte DNA- und RNA-Standard-Mixe 
eingesetzt. Die Banden wurden mit einer gesättigten Methylenblaulösung nach einer 
Inkubationszeit von einer halben Stunde angefärbt. Über Nacht wurde das PAGE-Gel entfärbt, 
so daß im sichtbaren Licht die Banden der Proben einen höheren Kontrast aufwiesen und 
photographiert werden konnten. 




Im folgenden Abschnitt werden zunächst spezielle, MALDI-MS kompatible Aufreinigungs-
strategien beschrieben, die allein oder in Kombination angewendet worden sind. Eine Übersicht 
dieser Verfahren ist in der Abbildung 3.2 schematisch dargestellt. Im Rahmen dieser Arbeit 
wurde die Festphasenimmobilisierung zur Isolierung der full length-Transkripte entwickelt. 
Dessen Anwendung wird in Kapitel 4.2 näher diskutiert. In der Hochdurchsatzanalytik haben 
sich dagegen in den homogenen Assays (hMC und hME) andere Methoden zur Aufreinigung der 
Produkte durchgesetzt, die anschließend beschrieben werden. Die Anwendungen dieser 
Methoden werden in Kapitel 4.4 erläutert. Danach folgt eine Beschreibung des verwendeten 
MALDI Flugzeitmassenspektrometers.  
3.3.1 MALDI-MS kompatible Aufreinigungsmethoden 
3.3.1.1 Festphasenaufreinigung an Magnetpartikeln durch Hybridisierung 
Wie in der Abbildung 3.2 schematisch dargestellt, wurden zur Immobilisierung von Transkripten 
vier verschiedene Arten von Magnetpartikeln eingesetzt, die mit einer kovalent angebundenen 
Universalsequenz (US) (152-261 pmol/mg Angaben der Firma Dynal) beladen sind. Die US sind 
anhand der verwendeten DNA-Plasmide entworfen worden. Im Kapitel 3.2.1 sind die US im 
multiple cloning-Bereich des DNA-Plasmids pGem 3Zf(+) in der Abbildung 3.1 (fett) 
dargestellt. Die Magnetpartikel Nr.1 bis Nr.3 weisen die komplementären US des 5'-Terminus 
der in vitro-Transkripte auf. Um sterische Effekte in der Hybridisierung zwischen den 
Transkripten und der Partikeln auszuschließen, erfolgte bei den Magnetpartikeln Nr.1 die 
Anbindung der komplementären US über eine Thiolgruppe am 3'-Terminus. Bei dieser 
Orientierung sollte die sterische Behinderung am geringsten sein (vgl. Abbildung 3.2). Bei den 
Partikeln Nr.2 und Nr.3 wurden die US durch die technisch leichter zu realisierenden 
Festphasensynthese mit dem 5'-Terminus angebunden. Die Magnetpartikel Nr.3 haben zudem 
noch eine Abstandssequenz (spacer) aus 5 T's, um eine Behinderung durch die Partikeln in der 
Hybridisierung zu minimieren. Die Magnetpartikel Nr.4 weisen 19 komplementäre Basen der 
in vitro-Transkripte ausgehend vom 3'-Terminus auf, so daß eine keine Behinderung zwischen 
Partikeln und Transkripten vorhanden sein sollte. Die Hybrdisierungstemperaturen wurden 10-
15 °C unterhalb der Schmelztemperatur der Hybride Tm festgelegt, nachdem diese in 
Abhängigkeit der Sequenz und der Konzentration mit einem aus dem Arbeitskreis geschriebenen 
Programm Melt 1.2 berechnet wurde (vgl. Kapitel 2.1.2). 
Optimierungen des Hybridisierungsprotokolls für die MALDI-Präparation 
Eine hohe Salzkonzentration von 1 M NaCl bzw. 1 M LiCl in den Bindungspuffern wird in den 
gängigen Hybridisierungsexperimenten für stringente Bedingungen verwendet, während 
Kationen in der MALDI-Analyse stören. In den ersten Hybridisierungsexperimenten mit 
synthetischen DNA-Oligonukleotiden (10 pmol/µl) wurde der Einfluß von verschiedenen 
Hybridisierungspuffern (2x-Bindungspuffer mit LiCl: 20 mM Tris-HCl, pH 7,5 1,0 M LiCl, 
2 mM EDTA; 2x-Bindungspuffer mit NaCl: 20 mM Tris-HCl, pH 7,5, 1,0 M NaCl, 2 mM 
EDTA; 2x-Bindungspuffer: 1 M TEAA, pH 7,0) auf die nachfolgende MALDI-Analyse 
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untersucht. Die Elution erfolgt durch Hitzedenaturierung in 10 µl Tris-HCl, pH 7,0. Um die 
Kapazität der Magnetpartikeln zu testen, wurde die Hybridisierung zweimal wiederholt und 
jeweils in 10 µl Tris-HCl, pH 7,0 eluiert. Anschließend wurden die DNA-Proben mit der Matrix 
3-HPA sowohl mit als auch ohne Zusatz der Kationenaustauschersuspension mit der dried 
droplet Methode auf das Target präpariert. Die weiteren Optimierungen beziehen sich auf die 
Hybridisierungsdauer (5 min, 10 min, 30 min, 60 min und 90 min) und die Menge der 
verwendeten Magnetpartikeln (10 µl, 50 µl, 100 µl, 150 µl und 200 µl Aliquot).  
Sequenzen der synthetischen DNA-Oligonukleotide (die unterstrichenen Sequenzen sind 
komplementär zu den Magnetpartikeln Nr.4):  
42-mer DNA: 5'-TAAGCGTGAGGGGATCCTCTAGAGTCGAACGCCGCTCAATGG-3' 100 pmol, 
THyb. = 42 °C oder 50 °C 
36-mer DNA: 5'-GGGCGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAG-3' 100 pmol, 
THyb = RT 
Optimiertes Anbindungsprotokoll 
Aus den Vorversuchen hat sich folgendes Verfahren als optimal herauskristallisiert. Zunächst 
wurde die Magnetpartikel-Suspension (Partikeldichte von 10 mg/ml) geschüttelt, um 
anschließend das entsprechende Aliquot zu entnehmen. Die Magnetpartikel wurden mit einem 
Magnetstift (mit austauschbaren Plastikspitzen) aus der Lösung entfernt und nach zweimaligen 
Waschen mit je 100 µl 2x-Bindungspuffer (1 M TEAA) in 100 µl suspendiert. Danach wurde der 
in vitro-RNA-Transkriptionsansatz (50 µl + 50 µl H2O) zur Hybridisierung hinzugegeben und 
bei 42-50 °C für 10 min geschüttelt (800 rpm). Anschließend wurden die Magnetpartikel mit 
dem Magnetstift aus dem Reaktionsgemisch entfernt und zweimal Waschpuffer (200 mM 
TEAA) inkubiert. Die Elution von den Oligonukleotid-Magnetpartikeln erfolgte nach 
Denaturierung bei 85 °C für 10 Minuten in 5-10 µl H2O. Nachdem die Magnetpartikel aus der 
Elutionslösung entfernt wurden, konnte die Elutionslösung direkt neben den 
massenspektrometrischen und gelelektrophoretischen Untersuchungen mit SVP umgesetzt 
werden oder der Vorgang wurde wiederholt. 
Regenerierung der Magnetpartikeln 
Die Regenerierung der Oligonukleotid-beladenen Magnetpartikel wurde in 200 µl 0,1 M NaOH 
durchgeführt. Der Inhalt wurde in ein neues Reaktionsgefäß pipettiert und bei 65 °C für 2 
Minuten inkubiert. Anschließend wurde zweimal mit 0,1 M NaOH gewaschen. Die 
Oligonukleotid-beladenen Magnetpartikel wurden mit dem Lagerungspuffer (10 mM Tris-HCl, 
pH =  8,0, 1 mM EDTA, 0,01% TWEEN-20) so lange gewaschen, bis der pH = 8,0 wieder 
eingestellt war. Anschließend wurden die Oligonukleotid-Magnetpartikel im Lagerungspuffer zu 
einer Partikeldichte von 10 mg/ml suspendiert und bei 4 °C gelagert. 
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Abbildung 3.2: Präparationsschema der MALDI-kompatiblen Aufreinigungsmethoden nach der in vitro-
Transkription: EtOH/ZipTip oder Festphasenimmobilisierung 
3.3.1.2 Ethanol-Fällung 
Alternativ zur Festphasenimmobilisierung wurde die Ethanol-Fällung in Kombination mit der 
ZipTip-Aufreinigung (s.u.) vor allem in den Experimenten eingesetzt, die die Abhängigkeit der 
DNA-Sequenz auf die Bildung der Nebenprodukte in der in vitro-Transkription untersuchen 
(vgl. Kapitel 4.1). Dazu wurden die in vitro-Transkripte mit Ethanol aus der wässrigen Lösung 
präzipitiert. Der Reaktionsansatz wurde mit einer 7,5 M NH4OAc-Lösung (18,4 µl) auf eine 
Endkonzentration von 2 M NH4OAc eingestellt. Die Nukleinsäuren und das Salz bilden in 
Ethanol unlösliche Komplexe, die nach Zugabe eines 2,5-fachen Volumens Ethanol (172,8 µl) 
über Nacht bei -20 °C gefällt wurden. Alternativ erfolgte die Fällung auch bei -80°C für 30 min. 
Danach wird der Niederschlag bei 14000 rpm für 60 min bei 4 °C zentrifugiert und anschließend 
mit 2-fachem Volumen 70 % (v/v) Ethanol (138,2 µl) gewaschen, getrocknet und in 200 mM 
TEAA für die ZipTip-Aufreinigung oder in Wasser gelöst. 
3.3.1.3 ZipTip-Aufreinigung 
Die Entfernung der Salze erfolgte über ZipTip (vgl. Kapitel 2.6.1). Diese miniaturisierten Säulen 
wurden mit 50 % ACN (v/v) vorequilibriert und mit 200 mM TEAA-Lösung equilibriert. Die 
Analytlösung wurde mit einer 1 M TEAA-Lösung, pH 7,0 auf eine Endkonzentration von 
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durch 10 maliges auf- und abpipettieren des Reaktionsgemisches. Anschließend wurde der 
Analyt viermal mit einer 200 mM TEAA- und dann mit einer 10 mM TEAA-Lösung gewaschen, 
bevor die in vitro-Transkripte entweder mit der Matrix mit 50 % ACN (v/v) Kir 98 direkt auf das 
Target oder in 6 µl 50 % ACN (v/v) eluiert wurde.  
Das Protokoll zur Aufreinigung der Transkripte ist leicht modifiziert worden, wenn ein 
Anchortarget anstelle eines Stahltargets verwendet wurde. Anstatt Acetonitril wurde Isopropanol 
als Lösungsmittel eingesetzt Nor 03. Zur Vorequilibrierung der ZipTips sowie zur Elution der 
Produkte wurde 50 % Isopropanol (v/v) verwendet. Das Eluat wurde direkt auf die getrocknete 
Matrix pipettiert.  
3.3.1.4 Homogene Assays 
Verdünnungsprinzip in der hMC-Methode 
Zu den hMC-Produkten werden in jedes Reaktionsgefäß der Multititerplatte 20 µl H2O pipettiert 
und mit einem automatischen Resin-Dispenser 6 mg SpectroClean dazugegeben. Die Multititer-
Platte wird 10 min geschüttelt und anschließend 3 min bei 1600 rpm zentrifugiert.  
Verdünnungsprinzip in der hME-Methode 
Nach Zugabe 16 µl H2O und 3 mg SpectroCLEAN zu den hME-Produkten wird die 
Multititerplatte für 5 min geschüttelt und anschließend 5 min bei 2000 rpm zentrifugiert.  
3.3.2 Matrizes und Probenpräparation 
Die in dieser Arbeit verwendeten Matrizes sind 3-Hydroxypicolinsäure (3-HPA) für DNA und 
RNA und eine Mehrkomponentenmatrix aus den Isomeren des Trihydroxyacetophenons für 
RNA (vgl. Abbildung 3.3). Dabei wurden je nach Präparation verschiedene Konzentrationen 











Mr = 139,1 g/mol Mr = 168,2 g/mol  
Abbildung 3.3: Matrix 3-HPA für DNA/RNA und THAP für RNA in der UV-MALDI 
3-Hydroxypicolinsäure (3-HPA) 
Für die Standardpräparation mit der dried droplet-Methode wurden 700 mg 3-HPA und 10 mg 
DAC in 700 µl 50 % ACN (v/v) gelöst und mit 31  Volumenanteilen einer Kationenaustauscher-
suspension (NH4+-beladen) versetzt.  
Die Matrix in der Anchorpräparation wurde aus 100 µl 3-HPA (250 mM), 320 µl H2O, 160 µl 
Isopropanol, 50 µl von einer Kationenaustauschersuspension (NH4+-beladen) und 17 µl DAC 
(20 mM) hergestellt.  




Für die Standardpräparation mit der dried droplet-Methode wurde zur Untersuchung von RNA 
die Matrix THAP in einem Verhältnis von 2:1:1 (v/v/v) aus 2,4,6-Trihydroxyacetophenon 
(200 mM in 50 %ACN (v/v)), 2,3,4-Trihydroxyacetophenon (200 mM in 50 % ACN (v/v)) und 
Diammoniumcitrat (300 mM) gemischt. Im folgenden wird diese Matrix vereinfachend mit 
THAP abgekürzt. 
Die Matrix in der Anchorpräparation wurde aus 66,6 µl 2,4,6-Trihydroxyacetophenon (200 mM 
in 50 % ACN (v/v)) und 33,3 µl 2,3,4-Trihydroxyacetophenon (200 mM in 50 % ACN (v/v)) 
hergestellt und mit 320 µl H2O, 160 µl Isopropanol, 50 µl von einer Kationenaustauscher-
suspension (NH4+-beladen) und 17 µl DAC (20 mM) verdünnt.  
Reinigung des Probentargets 
Vor jeder Messung empfiehlt es sich, das Probentarget zu reinigen. Das Edelstahltarget (Bruker 
Daltonik GmbH, Bremen, Deutschland) für 384 Proben in der Standardpräparation wurde im 
ersten Schritt mit Aceton und mit Ethanol vorgereinigt. Anschließend erfolgte eine Behandlung 
im Ultraschall für 30 min bei RT. Das Target wird mit H2Obidest gewaschen und erneut für 10 min 
in 30 % EtOH (v/v) mit Ultraschall behandelt. Nach Waschen mit H2Obidest wurde das Target an 
der Luft getrocknet. 
Das Anchortarget (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Deutschland) wurde zur Reinigung 
zunächst ausgiebig mit H2Obidest und danach mit Aceton und Ethanol abgespült. Dann folgten 
zwei Behandlungen von jeweils 5 min in 0,5 M Ammoniumacetat im Ultraschall. Danach wurde 
das Target erneut mit H2Obidest gewaschen und anschließend an der Luft getrocknet. Die 
hydrophobe Oberfläche ist inert gegen organische Lösungsmittel und niedrige pH-Werte. Jedoch 
sollten Kontaminationen von alkalischen Lösungen (pH > 9,5) und starke, lange 
Ultraschallbehandlungen (> 20 min) vermieden werden. Zur Regenerierung der hydrophoben 
Oberflächen wird das Anchortarget für 30 min in n-Hexan inkubiert und nach dem gerade 
beschriebenen Verfahren gereinigt Nor 03.  
Dried-Droplet-Methode  
Auf das Target wurden 1,0 µl bis 1,5 µl Matrixlösung und 0,5 µl Analytlösung gemischt und in 
einem kalten Luftstrom getrocknet. Bei der Matrix 3-HPA wurden direkt einige 
Kationenaustauscherkügelchen mit auf das Target gegeben. Diese konnten nach dem Abdampfen 
des Lösungsmittels mit einer Pipettenspitze im Luftstrom entfernt werden.  
Präparation auf einem Anchortarget  
Das Anchortarget wurde vor allem zur Aufkonzentrierung der Proben nach der Reversen-
Sanger-Sequenzierung eingesetzt (vgl. Kapitel 4.3.3). Es handelt sich dabei um ein Stahltarget 
mit einer hydrophoben Oberfläche, in der hydrophile Flächen in den Durchmessern von 200, 
400, 600 und 800 µm als Probenanker vorhanden sind Sch 00, Nor 03. Das Matrix-Gemisch wurde 
eine halbe Stunde vor der Messung mit den Kationenaustauscherharz inkubiert. Danach wurde 
1 µl Matrix auf das Anchortarget aufgetragen, und erst nach vollständiger Kristallisation wurden 
1,0 µl Analytlösung dazugegeben. 




15 nl der Proben (hMC-Produkte und hME-Produkte) wurden mit einer Piezo-Pipette 
(Nanoliterdispenser) in einem automatisierten Verfahren auf einen mit 3-HPA beladenen 
SpectroChip aufgetragen. 
3.3.3 MALDI Flugzeitmassenspektrometer 
Die Abbildung 3.4 zeigt den schematischen Aufbau des in dieser Arbeit verwendeten MALDI-
Flugzeitmassenspektrometers (MALDI-TOF-MS). Hierbei handelt es sich um ein kommerziell 
erhältliches Gerät Bruker ReflexIII (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Deutschland), welches im 
Arbeitskreis modifiziert wurde. Das Instrument besteht aus den drei Hauptkomponenten: 
Ionenquelle, Massenanalysator und Detektor mit der Signalverarbeitung. 
Abbildung 3.4: Schematische Darstellung eines Flugzeitmassenspektrometers (Bruker ReflexIII) 
Der in eine Matrix eingebettete Analyt wurde auf einem Target über eine Probenschleuse 
automatisch in das Hochvakuum (≤ 3⋅10-6 mbar) des Massenspektrometers eingeführt. Eine 
CCD-Kamera erlaubt die optische Kontrolle des Targets während der Analyse und hilft bei der 
Suche nach einer geeigneten Probenstelle. Die Desorption/Ionisation der Probe erfolgte mit 
einem gepulsten Laserstrahl und die dabei entstandenen Ionen wurden mit Hilfe elektrischer 
Felder auf eine definierte kinetische Energie beschleunigt (vgl. Kapitel 2.5.3). In der feldfreien 
Strecke wurden sie entsprechend ihrer m/z-Verhältnisse im Flugrohr aufgetrennt und am 
Detektor nachgewiesen (Linearmodus).  
3.3.4 Ionenquelle, Massenanalysator und Detektor 
In der Ionenquelle erfolgt die Erzeugung der Ionen mit einem gepulsten Laserlicht. Für die UV-
MALDI stand ein Stickstofflaser (Laser Science Inc.) zur Verfügung, der bei einer Wellenlänge 
von 337 nm emittiert. Die Impulsdauer beträgt 4 ns bei einer mittleren Energie von 300 µJ pro 
Laserimpuls. Typische Bestrahlungen betragen etwa 200 J⋅m-2 bei einem Fokusdurchmesser von 
etwa 100 µm. Ein Teil des Laserstrahls wird über einen Strahlenteiler auf einen geeigneten 
Detektor ausgekoppelt, dessen Signal als Startzeitsignal für die Flugzeitmessung dient. Die 
primäre Aufgabe der Ionenquelle ist sowohl die ionisierten Teilchen auf eine kinetische Energie 
von 20 keV bzw. 25 keV pro Elementarladung zu beschleunigen als auch den Ionenstrahl durch 
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eine Ionenoptik zu bündeln. Nach der Ionisierung und Beschleunigung trennen sich die Massen 
in der feldfreien Strecke entsprechend ihres m/z-Verhältnisses auf und treffen nacheinander auf 
den Detektor. Die Länge der feldfreien Strecke des TOF-Massenspektrometers beträgt L = 1,4 m 
im Linearmodus. Das Ionensignal wird mit einem MCP-Detektor (micro channel plate, MCP) 
gemessen. Um eine Sättigung des Detektors zu vermeiden, werden die Signale die im unteren 
Massenbereich ausgeblendet.  
 
Die Aufnahme im Positiv-Ionenmodus erfolgte mit dem Akquisitionsprogramm XTOF 4.0 und 
die Weiterverarbeitung der Daten mit XMASS 5.1 (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, 
Deutschland). Mit der Software XMASS 5.1 wurden die Anhebungen der Grundlinie in den 
Spektren ausgeglichen und die Grundlinie mit Savitzky-Golay Filter geglättet.  
Zur Allelfrequenzbestimmung wurden die MALDI-Massenspektren entweder automatisch mit 
der Software MassARRAY Typer RT oder manuell mit XTOF 5.0 im Positiv-Ionenmodus an 
einem Biflex II (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Deutschland) aufgenommen (vgl. Kapitel 3.2.6 
und 4.4). Eine schematische Darstellung eines vergleichbaren Instrumentes ist in der Abbildung 
3.4 zu finden. Die Auswertung der manuell aufgenommenen Spektren erfolgte mit 
BrukerDataAnalysis als auch mit MassARRAY Typer Recall. Zur Allelfrequenzbestimung wurde 
mit BrukerDataAnalysis nur die Grundlinie der Spektren bereinigt und die Intensitäten und die 
Breite der ausgewählten Peaks zur Berechnung der Fläche herangezogen. Diese manuelle 
Auswertung wurde für SNP rs158477 mit der Reaktion forward RNA und dCTP und 
SNP rs289717 mit der Reaktion forward RNA und dTTP aufgrund der hohen Multiplizitäten der 
m/z-Signale vernachlässigt. Mit MassARRAY Typer Recall ist eine automatische Detektion und 
Berechnung der Flächen der gewünschten m/z-Signale möglich, da ein mögliches Massenshiften 
von bis zu ± 5 u der m/z-Signale berücksichtigt wurde. Innerhalb dieses Massenfensters wurde 
nur das m/z-Signal mit der höchsten Intensität integriert.  
Nach der manuellen Aufnahme erfolgte die MALDI-Analyse der hMC-Reaktionen mit dem 
selben SpectroChip im automatischen Modus und die Auswertung in Echtzeit mit MassARRAY 
Typer RT. MassARRAY Typer RT und MassARRAY Typer Recall verwenden nach Angaben der 
Hersteller einen Set aus digitalen Filtern, die speziell für DNA-Massenspektren optimiert 
wurden. Der digitale Algorithmus erreicht eine maximale Rauschunterdrückung mit minimalen 
Verlusten in der Auflösung. Die Angaben der Intensitäten sind generell ungefähr um einen 
Faktor 30 kleiner als im manuellen Aufnahmemodus, denn um ein möglichst schnelles 
automatisiertes Aufnahmeverfahren zu erhalten, wurden Spektren mit insgesamt niedrigen 
Signal-zu-Rausch Verhältnissen aufsummiert. Die Auswertung in Echtzeit erfolgte nach dem 
gleichen Prinzip wie in der Software MassARRAY Typer Recall, da ebenso eine Abweichung von 
± 5 u des theoretischen m/z-Wertes bei der Integration des höchsten m/z-Signals toleriert wurde. 
Aufgrund der Komplexität der Spaltungsspektren in der hMC-Methode konnten keine größeren 
Differenzen akzeptiert werden. 
 
Im automatisierten hME-Verfahren konnten zur Allelfrequenzbestimmung mit MassARRAY 
Typer RT größere Toleranzen variable eingestellt werden, da in den Spektren maximal nur drei 
Signale und mit einem Mindestabstand in der Masse von einem Nukleotid generiert wurden 
(Primer und zwei Allelprodukte, vgl. Tabelle 4.10).  
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4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION 
Das Ziel dieser Arbeit ist es, die Vorteile der RNA-Analytik in Kombination mit der MALDI-
MS im Vergleich zur DNA herauszuarbeiten, denn die in vitro-Transkription zur Herstellung der 
RNA bietet elegante Lösungen für gleich mehrere Probleme, die mit der Verwendung von DNA 
in der MALDI-MS auftreten. Zunächst wird aufgrund der zusätzlichen Amplifizierung die 
Gesamtmenge des Analyten in der Massenspektrometrie um den Faktor 50 bis 100 erhöht. 
Zudem entstehen nur Einzelstränge, so daß keine Notwendigkeit zur Trennung der 
Doppelstränge besteht. Zu guter Letzt eignet sich die in vitro-Transkription aufgrund der 
intrinsischen Eigenschaft der RNA besonders für die MALDI-Analyse. RNA neigt im Vergleich 
zu DNA weniger zu Fragmentierungen im Desorptions-/Ionisationsprozeß. Die 2'-Hydroxyl-
gruppe der RNA übt einen stabilisierenden Effekt auf die durch die vorhergehende Protonierung 
der Base induzierte Polarisierung der N-glykosidischen Bindung aus (vgl. Kapitel 2.6.2). Durch 
die Kombination von RNA mit MALDI-MS ergeben sich hierbei folgende Aspekte, die im 
Rahmen dieser Arbeit in vier verschiedenen Teilprojekten näher untersucht wurden:  
• Probenentwicklung: Einfluß der DNA-Sequenz auf die in vitro-Transkription (Kapitel 
4.1) 
• Probenvorbereitung: Festphasenimmobilisierung (Kapitel 4.2) 
• Reverse-Sanger-Sequenzierung auf RNA-Ebene (Kapitel 4.3)  
• Validierung einer quantitativen Analyse mit der hMC-Methode: Bestimmung der 
Allelfrequenz innerhalb eines DNA-Pools mit der basenspezifischen Resequenzierung 
von RNA mit Endonukleasen (Kapitel 4.4). 
4.1 EINFLUß DER TEMPLATE-SEQUENZ AUF DIE IN VITRO-TRANSKRIPTION 
Die DNA-Information wird bei der Transkription in RNA umgeschrieben. Die Bakteriophagen-
RNA-Polymerase katalysiert dabei die Synthese der RNA, indem sie an ein DNA-Template mit 
einer Promotersequenz bindet. Jedoch treten in der Herstellung der Analytmoleküle einige 
Schwierigkeiten auf, da die RNA-Polymerase in der in vitro-Transkription eine höhere 
Fehlerrate als die DNA-Polymerase aufweist. Es entstehen neben dem gewünschten Transkript 
(full length) in den verschiedenen Phasen der Transkription eine Anzahl an Nebenprodukten 
(vgl. Kapitel 2.2.1). Diese sind durchaus in der Literatur bekannt; da aber in vielen Methoden 
wie z.B. in gelelektrophoretischen Verfahren kein Nachweis der unerwünschten Nebenprodukte 
erfolgt, werden diese auch nicht weiter berücksichtigt. Somit ist auch eine Quantifizierung der 
Nebenprodukte mit diesem Standardverfahren als auch mit der photometrischen Analyse nicht 
möglich, da hier nicht zwischen den full length-Transkripten und der Nebenprodukte 
unterschieden wird. Bislang wurden im Arbeitskreis ausschließlich DNA-Plasmide als Template 
in der in vitro-Transkription eingesetzt und zumeist RNA von der Länge zwischen 9 nt bis 36 nt 
hergestellt. Die Ergebnisse zeigen, daß die Massenspektrometrie eine eindeutige 
Charakterisierung der Nebenprodukte ermöglicht: frühe Abbrüche (abortive cycling), homo-
polymere G-Leitern (slippage-Produkte) und unspezifische Addition von NTPs am 3'-Terminus 
(3'-Heterogenitäten). Es wurde gleichzeitig deutlich, daß diese auch unter Standardbedingungen 
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gebildet werden. Die Nebenprodukte stören in massenspektrometrischen Assays und sollten 
vermieden oder zumindest minimiert werden Gro 00, Spo 00. 
Deshalb wurde untersucht, ob dieses charakteristische Verhalten der RNA-Polymerase und die 
Entstehung der Nebenprodukte durch das verwendete DNA-Template wie z.B. durch die 
Sequenz im up- oder downstream-Bereich oder allgemein durch die Länge des Transkriptes 
beeinflußt werden kann.  
 
Um zunächst den Einfluß der upstream-Sequenz auf die RNA-Polymerase zu bestimmen, 
wurden PCR-Produkte ohne upstream-Bereich, aber mit der entsprechenden Plasmidsequenz im 
downstream-Bereich als DNA-Template eingesetzt. Dazu wurde von einem Plasmid-DNA 
pGem 3Zf(+) ein PCR-Produkt mit einem T7-Promoterbereich hergestellt und die Länge mit 
Restriktionsenzymen variiert. Um den Einfluß der Länge der in vitro-Transkripte auf die RNA-
Polymerase zu bestimmen, wurden Transkripte zwischen 40 nt und 90 nt hinsichtlich der 
Nebenprodukte massenspektrometrisch analysiert. Downstream enthält das DNA-Plasmid einen 
multiple cloning-Bereich, der die Effizienz der RNA-Polymerase aufgrund der spezifischen 
Erkennungssequenzen der Restriktionsenzyme stören kann. Dazu wurde überprüft, ob eine in 
diesen Bereich hineinklonierte DNA-Sequenz einen ähnlichen Einfluß auf die RNA-Polymerase 
ausübt.  
 
Für diese Untersuchungen wurde als MALDI-kompatible Aufreinigungsmethode das 
kombinierte EtOH/ZipTip-Verfahren und die Matrix THAP in der dried droplet Standard-
präparation angewendet (vgl. Kapitel 3.3.1 und 3.3.2). Die photometrischen und gelelektro-
phoretischen Untersuchungen ergaben Ausbeuten von schätzungsweise zwischen 80 % und 
90 %. Genauere Aussagen sind derzeit nicht möglich, da die Gesamtausbeute der in vitro-
Transkripte wegen der noch vorhandenen NTPs photometrisch nicht quantitativ bestimmt, 
sondern nur mit der vergleichenden gelelektrophoretischen Analyse abgeschätzt werden kann. 
Die Entsalzung der Transkripte kann anschließend mittels einer miniaturisierten rp-HPLC 
erfolgen, indem die Produkte an die C18-Phase der kommerziell erhältlichen ZipTips anbinden 
(vgl. Kapitel 2.6.1). Aus dem Reaktionsgemisch ist eine direkte Entsalzung der Transkripte ohne 
vorherige Ethanolpräzipitation nicht möglich. Die Kapazität der C18-Phase in der Mikrosäule 
liegt laut Angaben des Herstellers für Proteine > 1µg. Die Menge von 50 % der aufgereinigten 
Nukleinsäuren nach einer gelelektrophoretischen Trennung liegt dagegen im unteren µg-Bereich 
(vgl. Abbildung 4.4, Ausbeute < 10 %). Die Ausbeute der aufgereinigten RNA liegt somit 
unterhalb der photometrischen Nachweisgrenze, aber im idealen Konzentrationsbereich für eine 
MALDI-Analyse, wie die folgenden Spektren zur Untersuchung zum Einfluß der Template-
Sequenz zeigen.  
4.1.1 Sequenz im upstream-Bereich 
Zunächst soll die Frage geklärt werden, inwiefern die upstream-Sequenz das Abbruchverhalten 
der RNA-Polymerase beeinflußt. Dazu wurden PCR-Produkte ohne upstream-Sequenz, aber mit 
der gleichen Plasmidsequenz im downstream-Bereich hergestellt und nach der Inkubation mit 
Restriktionsenzymen als DNA-Template in der in vitro-Transkription eingesetzt. Das 
Massenspektrum in Abbildung 4.1 zeigt exemplarisch die in vitro-Transkription von einem 99 bp 
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PCR-Produkt nach der Inkubation mit dem Restriktionsenzym Sal I. Die Sequenz des 
Transkriptes ist der Bildunterschrift der Abbildung 4.1 zu entnehmen. Neben dem m/z-Signal für 
das full length-Transkript (42-mer) werden dominant Nebenprodukte detektiert. Die frühen 
Abbrüche (3 nt bis 12 nt) und die slippage-Produkte bis G7 treten im m/z-Bereich von 800 bis 
4200 auf. Neben den frühen Abbrüchen im unteren Massenbereich werden zudem auffällig viele 
Nebenprodukte im höheren Massenbereich generiert, wenn auch nur mit sehr schwacher 
Intensität. Auch die m/z-Signale im Massenbereich von 7000 bis 8500 bzw. von 10200 bis 
11500 konnten aufgrund der Masse eindeutig als Nebenprodukte der in vitro-Transkription mit 
Sequenzen von 22 nt bis 26 nt bzw. von 31 nt bis 35 nt identifiziert werden. Gleichzeitig wurde 
die unspezifische Addition am 3'-Terminus von ein bis zwei Nukleotiden massenspektrometrisch 
nachgewiesen. Zusätzlich wurden um ein bis zwei Nukleotide verkürzte in vitro-Transkripte 
(40 nt und 41 nt) detektiert.  
Anhand dieser Ergebnisse wird ersichtlich, daß die upstream-Sequenz im DNA-Plasmid pGem 
keinen ausgeprägten Einfluß auf das Verhalten der RNA-Polymerase ausübt, da sowohl mit als 
auch ohne upstream-Bereich die gleichen Nebenprodukte generiert werden. Mit PCR-Produkten 
ohne upstream-Bereich als DNA-Template werden in der in vitro-Transkription neben den 
gleichen Nebenprodukten im unteren Massenbereich sogar mehr frühe Abbrüche im höheren 


















































































































Abbildung 4.1: UV-MALDI von in vitro-Transkript nach EtOH/ZipTip-Aufreinigung: 
42-mer: 5′-PPP-GGGCGAAUUCGAGCUCGGUACCCGGGGAUCCUCUAGAGUCGA-3′  
PCR-Produkt mit Sal I inkubiert als DNA-Template 
4.1.2 Länge der Transkripte 
Die ersten Untersuchungen von längerer in vitro-RNA zeigten keine Veränderungen in dem 
charakteristischen Verhalten der RNA-Polymerase, wie in Abbildung 4.2 deutlich wird. Das 
Massenspektrum einer 60-mer in vitro-RNA wurde von DNA-Plasmid pGem 3Zf(+) mit der 
T7 RNA-Polymerase transkribiert. Das DNA-Plasmid wurde vorher mit Hind III linearisiert. 
Neben dem schwachen m/z-Signal für das full length-Transkript werden wiederum vor allem 
Nebenprodukte detektiert. Die frühen Abbrüche (2 nt bis 12 nt) und die homopolymere RNA-
Leitern bis G7 treten dominant im Massenbereich von 600 u bis 4200 u auf. Weitere frühe 
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Abbrüche wurden schwach bis m/z = 8000 u nachgewiesen. Die Spektren sind mit den 
Ergebnissen aus vorherigen Arbeiten vergleichbar: es sind keine Unterschiede aufgrund der 
verschiedenen Transkriptlängen erkennbar. 
Die protonierte Masse des 60-mer von m/z = 19589,6 u wurde mit einer guten Auflösung, aber 
geringer Intensität detektiert. Dafür sind zwei mögliche Ursachen maßgebend. Zum einen kann 
es zur einer Konkurrenz der Nebenprodukte um die Ladung kommen. Zum anderen ist eine 
MALDI-bedingte reduzierte Effizienz in der Detektion von großen Transkripten möglich. Dies 
zu klären, wird erst nach der Trennung großer full length-Transkripte von den Nebenprodukten 
und anschließender MALDI-Analyse möglich sein (vgl. Kapitel 4.2). 




















































































































Abbildung 4.2: UV-MALDI von in vitro-Transkript nach EtOH/ZipTip-Aufreinigung: 
60-mer: 5′-PPP-GGGCGAAUUCGAGCUCGGUACCCGGGGAUCCUCUAGAGUCGACCUGCAGGCAUGCAAGCU-3′  
Plasmid pGem 3Zf(+) mit Hind III linearisiert als Template 
*: Signale konnten nicht eindeutig zugeordnet werden 
Für Transkripte größer 60 nt wurden verschiedene Bereiche aus dem Exon 11 im CFTR-Gen 
transkribiert, indem vorher PCR-Produkte mit einer Promotersequenz hergestellt worden sind. 
Die Sequenzen für die Transkripte CFTR-1 bis CFTR-10 sind der Tabelle 3.11 zu entnehmen. 
Exemplarisch wird in der Abbildung 4.3 das Massenspektrum von einem nur mit einer 
Ethanolfällung aufgereinigten 90-mer Transkript gezeigt. Als DNA-Template wurde das PCR-
Produkt CFTR-3 eingesetzt. Wiederum wurden neben den gewünschten m/z-Signalen der full 
length-Transkripte Nebenprodukte detektiert. Eine eindeutige Zuordnung der frühen Abbrüche 
und der slippage-Produkte war möglich, wie im Ausschnitt zu erkennen ist. Vergleicht man 
jedoch dieses Spektrum mit den voherigen in vitro-RNA MALDI-Spektren, in denen in der 
Transkription ein DNA-Template mit einem multiple cloning-Bereich eingesetzt wurde, so 
erkennt man deutlich, daß sich das Verhältnis der frühen Abbrüche zu den full length-
Transkripten geändert hat (vgl. Abbildung 4.1 und Abbildung 4.2). MALDI-MS ist aufgrund der 
Schuß-zu-Schuß-Schwankungen kein absolut-quantitatives Verfahren, so daß die Intensitäten der 
Nebenprodukte nicht direkt miteinander verglichen werden können. Jedoch verändern sich die 
Verhältnisse der Intensitäten von den Nebenprodukten zu den full length-Transkripten in einem 
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Spektrum zugunsten der gewünschten Produkte. Vergleichbare Ergebnisse wurden auch mit 
kürzeren DNA-Templates erzielt wie z.B. mit CFTR-7 (60-mer Transkript). Daraus folgt, daß 
nicht die Länge der Transkripte, sondern die Sequenz im downstream-Bereich das 
charakteristische Verhalten der RNA-Polymerase zu beeinflussen scheint. Die nächsten 
Untersuchungen sollen dazu beitragen, dies eindeutig zu klären (vgl. Kapitel 4.1.3). 
















































































Abbildung 4.3: UV-MALDI von 90-mer Transkript nach EtOH-Aufreinigung mit THAP als Matrix (DNA-
Template: PCR-Produkt CFTR-3): PPP-GGGCAGACAAUAUAGUUCUUGGAGAAGGUGGAAUCACACUGAGUG 
GAGGUCAACGAGCAAGAAUUUCUUUAUCGACUCUAGAGGAUCCCC 
4.1.3 Sequenz im downstream-Bereich 
Das verwendete DNA-Plasmid enthält im downstream-Bereich einen multiple cloning-Bereich 
(vergl. Abbildung 3.1), der die Effizienz der RNA-Polymerase aufgrund der spezifischen 
Erkennungssequenzen der Restriktionsenzyme stören kann. Um den Einfluß der Sequenz im 
downstream-Bereich auf die RNA-Polymerase festzustellen, wurde ein Abschnitt aus dem 
CFTR-Gen in das Plasmid pGem 3Zf(+) hineinkloniert, linearisiert und anschließend mit der 
T7 RNA-Polymerase transkribiert (Sequenzen für CFTR-11 und CFTR-12 siehe Tabelle 3.11). 
Um die Orientierung der PCR-Produkte im Plasmid zu bestimmen, wird normalerweise der 
DNA-Abschnitt mit der zeit- und kostenaufwendigen Sanger-Methode ansequenziert. Mit der 
Massenspektrometrie ist jedoch eine eindeutige Charakterisierung möglich, da entsprechend der 
Orientierung Transkripte mit unterschiedlicher Länge und somit verschiedenen Massen 
entstehen. Bei einer falschen Orientierung der PCR-Produkte im Plasmid werden kürzere 
in vitro-Transkripte generiert. 
In der nachfolgenden in vitro-Transkription von DNA-Template CFTR-11 und CFTR-12 konnte 
die Entstehung der frühe Abbrüche und slippage Produkte neben der full length-Transkripte 
wiederum nicht unterdrückt werden. Allerdings wurden die m/z-Signale der Nebenprodukte mit 
vergleichbaren verringerten Intensitäten wie in dem Spektrum in der Abbildung 4.3 
nachgewiesen. Dies deutet zusätzlich daraufhin, daß das charakteristische Verhalten der RNA-
Polymerase durch die Sequenz im downstream-Bereich beeinflußt werden kann. 
 




Das charakteristische Verhalten der RNA-Polymerase läßt sich durch das verwendete DNA-
Template nicht derart beeinflußen, daß die Bildung der Nebenprodukte vollständig unterdrückt 
wird. Jedoch konnte ein Zusammenhang zwischen der Sequenz im downstream-Bereich und dem 
Verhältnis der generierten Nebenprodukte und der full length-Transkripte festgestellt werden. 
Ein multiple cloning-Bereich läßt die RNA-Polymerase vermehrt "stottern", so daß die 
Nebenprodukte häufiger entstehen und in der MALDI-MS nachgewiesen werden. Die bislang 
beschriebenen Aufreinigungsverfahren eignen sich nicht zur Isolierung der full length-
Transkripte. Dies sollte daher mit einer Immobilisierung der full length-Transkripte durch 
Hybridisierung erfolgen (vgl. Kapitel 4.2). 
 
Zusätzlich wurden für das 90-mer Transkript die Matrizes 3-HPA und THAP in einer 
Standardpräparation miteinander verglichen. Mit 3-HPA wurden die m/z-Signale der full length-
Transkripte nicht mehr vollständig auflöst. Es war nur noch möglich, die Signale aus einer 
undifferenzierbaren Anhäufung von Signalen heraus zu detektieren (Daten nicht gezeigt). Bei 
diesen hohen Massen begrenzt die metastabile Fragmentierung der in vitro-RNA den 
massenspektrometrischen Nachweis. Wie aus Abbildung 4.3 ersichtlich wurden mit der Mehr-
fachkomponentenmatrix THAP zwar auch Fragmentierungen beobachtet, aber im geringeren 
Umfang, so daß die m/z-Signale von 3⋅104 u eine deutlich bessere Auflösung (R = 400-650) 
aufwiesen. Dies bestätigt die Ergebnisse aus vorherigen Arbeiten, daß THAP der Matrix 3-HPA 
für die MALDI-Analyse von RNA überlegen ist Gro 00, Spo 00. Zudem besitzt die Matrix THAP 
nicht das Hot Spot-Phänomen der 3-HPA. Dies und die homogene Kristallisation der THAP 
resultieren in einer besseren Schuß-zu-Schuß-Reproduzierbarkeit. Jedoch eignet sich die Matrix 
THAP aufgrund der hydrophoben Eigenschaften nicht für eine Nano-Präparation im 
Hochdurchsatzverfahren, wie es für die Matrix 3-HPA in Kapitel 2.6.1 beschrieben wird. In der 
Nano-Präparation wird im ersten Schritt die 3-HPA auf einen Chip aufgetragen und kristallisiert 
vollständig aus. Die wässrige Analytlösung, unabhängig ob RNA oder DNA, kann zu einem 
beliebigen Zeitpunkt dazugegeben werden und löst dabei die Matrix an. Die Löslichkeit von 
THAP ist im wässrigen Medium dagegen sehr beschränkt, so daß diese Vorgehensweise nicht 
ausreicht, die Matrix anzulösen und somit den Analyten in die Matrix einzubauen. Auch eine 
andere Vorgehensweise, in der im ersten Schritt zunächst der Analyt und anschließend erst die 
Matrix THAP mit einem Nanodispenser auf einem Chip aufgetragen wurde, ist mit großen 
Schwierigkeiten verbunden, da der notwendige hohe Anteil flüchtiger, organischer 
Lösungsmittel der Matrix sehr kritisch in der praktischen Handhabung ist. Es kann zu 
verschiedenen Zeitpunkten zur Kristallisation kommen. Dies führt wiederum beispielsweise zur 
Verstopfung der Nanodispenser und verhindert somit bislang ein automatisiertes Verfahren im 
Hochdurchsatz mit der Matrix THAP von RNA-Proben in der MALDI-Analyse. 
 




Wie im vorherigen Kapitel erläutert, läßt sich die Bildung der Nebenprodukte in der in vitro-
Transkription nicht vollständig unterdrücken. Zugleich stellt die Probenvorbereitung der Analyt-
moleküle aufgrund der charakteristischen Eigenschaften der Nukleinsäuren eine besondere 
Herausforderung in der MALDI-Analyse dar. Die hohe Affinität zu den ubiquitären, 
monovalenten Alkalimetall-Ionen (Na+, Ka+) führt zu einer Anlagerung der Kationen an das 
negativ geladene Phosphatrückgrat der Nukleinsäuren, welche die Qualität der Massenspektren 
durch eine geringere Auflösung und Sensitivität verringern. Die Toleranzwerte für die 
Konzentrationen der verschiedenen Pufferkomponenten aus molekularbiologischen Reaktionen 
liegen im Bereich von 10 mM bis 100 mM, so daß eine Verdünnung der Proben in einigen Fällen 
ausreicht. In den anderen Reaktionen werden die Puffersysteme der Reaktionen und der Enzyme 
durch MALDI-kompatible Puffer ersetzt. Dazu zählen Tris-HCl- und ammoniumhaltige Puffer. 
Wenn kein Austausch der Komponenten möglich ist, werden verschiedene MALDI-kompatible 
Aufreinigungsprozeduren durchgeführt. In der DNA-Analytik hat sich die Festphasen-
aufreinigung durch die Immobilisierung von biotinylierter DNA an Streptavidin-Magnetpartikeln 
durchgesetzt. Dieses System wird gleichzeitig zur Trennung der Doppelstränge genutzt. Dies ist 
jedoch nicht auf die RNA-Analytik übertragbar: in der notwendigen Elution unter alkalischen 
Bedingungen tritt eine hydrolytische Basenspaltung der RNA ein. Zudem würde die Anbindung 
der in vitro-RNA über biotinylierte 5'-Termini an Streptatvidin-Magnetpartikeln keine Trennung 
der full length-Transkripte von den Nebenprodukten ermöglichen. Auch die weiteren, in Kapitel 
2.6.1 beschriebenen Methoden zur Probenvorbereitung beschränken sich entweder ausschließlich 
auf die Aufreinigung von DNA oder sie ermöglichen keine Isolierung der gewünschten 
Transkripte aus dem Reaktionsgemisch. In dieser Arbeit wird daher ein neues Konzept zur 
Festphasenaufreinigung von RNA in vitro-Transkripten vorgestellt, das neben der Aufreinigung 
vor allem auch die Isolierung der full length-Transkripte für die MALDI-Analyse ermöglicht. 
Dabei soll die intrinsische Eigenschaft der Nukleinsäuren genutzt werden, indem das in vitro-
Transkript aus dem Reaktionsgemisch mittels Hybridisierung isoliert wird. Dadurch wird eine 
aufwendige chemische Modifizierung der Analyten wie z.B. die Biotinylierung oder der Einbau 
einer polydA-Sequenz am 5'-Terminus und anschließenden "Fischen" mit Streptavidin- oder 
polydT-Magnetpartikel umgangen Spo 00.  
 
Die Aufreinigung der full length-Transkripte soll bei diesem Ansatz über Festphasenanbindung 
mittels Hybridisierung erfolgen. Die Sequenzen der verschiedenen in vitro-Transkripte werden 
durch das DNA-Template pGem 3Zf(+) vorgegeben und beinhalten "Universalsequenzen" 
sowohl am 3'- als auch am 5'-Terminus, die für die Hybridisierung verwendet wurden. In einer 
Kooperation mit der Firma Dynal sind vier verschiedene Arten der entsprechenden 
komplementären DNA-Universalsequenzen an Magnetpartikeln synthetisiert worden. Die 
Magnetpartikel eignen sich hervorragend als Festphase, da sie in der praktischen Handhabung 
mit einem Magnetstift einfach und nahezu vollständig aus der Lösung entfernt werden können. 
Die Universalsequenzen sind im multiple cloning Bereich des Plamides in der Abbildung 3.1 im 
Kapitel 3.2.2 dargestellt. Die Magnetpartikel Nr.1 bis Nr.3 weisen 16 (bzw. 15) komplementäre 
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Universalsequenzen der in vitro-Transkripte ausgehend vom 5'-Terminus auf (vgl. Abbildung 3.2 
in Kapitel 3.3.1). An den Magnetpartikeln Nr.4 liegen 19 komplementäre Basen der in vitro-
Transkripte ausgehend vom 3'-Terminus kovalent gebunden vor. In den PCR-Produkten wurden 
die Universalsequenzen (3'- und 5'-US) über die reverse-Primer am 3'-Terminus eingeführt. 
 
In den ersten Experimenten mit synthetischer DNA zeigte sich bereits, daß die Magnetpartikel 
Nr.1 nicht zur Immobilisierung der DNA-Oligonukleotide mittels Hybridisierung geeignet sind. 
Die Vermutung liegt nahe, daß die Anbindung der Universalsequenz an die feste Phase mit dem 
3'-Terminus über die Thiolverbindung (Dynal-Herstellung) nicht funktioniert hat. Die 
Immobilisierung sowohl von DNA als auch RNA gelang dagegen mit den Magnetpartikeln Nr.2 
bis Nr.4 mit vergleichbar guten Ergebnissen. Es wurden keine Unterschiede in der Effizienz der 
Hybridisierung bei den Magnetpartikeln Nr.2 und Nr.3 aufgrund sterischer Hinderung 
beobachtet. Die optimale Hybridisierungstemperatur wurde zu ~15 °C unterhalb der Schmelz-
temperatur der Hybride ermittelt (vgl. Kapitel 2.1.2). 
 
Eine Optimierung in den Hybridisierungsexperimenten für die nachfolgende MALDI-Analyse 
gelang durch den Austausch der gängigen Bindungspuffer mit hohen Konzentrationen Na+ bzw. 
Li+ gegen 1 M TEAA. Nach den Hybridisierungsexperimenten mit den üblichen 
Bindungspuffern war die Zugabe von Ammoniumaustauscherharzen für eine erfolgreiche 
MALDI-Analyse zwingend erforderlich. Dies deutet darauf hin, daß trotz wiederholter 
Waschschritte eine hohe Salzkonzentration in der Probe vorhanden war. Da aus der Literatur 
bekannt ist, daß in den Waschprozessen die größten Verluste entstehen Cho 96, wurde so 
gleichzeitig die Anzahl dieser Schritte durch den Austausch des Puffers minimiert. Denn mit 
einer 1 M TEAA-Lösung als Bindungspuffer ist nur noch ein Waschschritt erforderlich, um die 
für die MALDI-Analyse störenden Kationen zu entfernen.  
Allgemein wurde kein merkbarer Einfluß der Inkubationszeit festgestellt. Die durchschnittliche 
Hybridisierungszeit lag zwischen 10 min und 30 min. Anhand dieser ersten Ergebnisse wurden 
die Mengen der verwendeten Magnetpartikel variiert, um den Schwellwert zu ermitteln. Bereits 
mit einem Aliquot von 10 µl einer Magnetpartikelsuspension (entspricht einer Ladungskapazität 
von 20 pmol) wurden m/z-Signale von 42-mer DNA gemessen. Für eine einfache und schnelle 
Aufreinigung ohne Regenerierung der Magnetpartikel bietet sich der einmalige Gebrauch eines 
Aliquots an.  
 
Die Immobilisierung erfolgt allerdings nicht quantitativ, da auch nach drei aufeinanderfolgenden 
Hybridisierungsreaktionen in der Elutionslösung weiterhin Produkte mit der MALDI-MS 
nachgewiesen werden konnten, wenn auch mit wesentlich geringeren Signalintensitäten. Dies 
geht auch aus der gelelektrophoretischen Analyse hervor wie die Abbildung 4.4 zeigt. 
Exemplarisch werden zwei 20 %ige-PAGE-Gele (v/v) mit jeweils 10 % der Transkripte vor 
(links) und 10 % der Transkripte nach der Festphasenimmobilisierung bzw. 50 % nach der 
EtOH/ZipTip-Aufreinigung (rechts) dargestellt. Im ersten Gel sind in den Spuren zwei bis sechs 
verschiedene DNA-Templates in unterschiedlichen Konzentrationen in der in vitro-Transkription 
eingesetzt worden. Der mitgelaufene synthetische DNA-Standard ist hier zugunsten einer 
übersichtlichen Darstellung nicht abgebildet. 




1: synth. RNA 
2, 3: 42-mer (PCR Sal)
4, 5: 60-mer (pGEM Hind)




2: 42-mer: beads Nr.4  
3: 40-mer: beads Nr.4
4: 60-mer:  beads Nr.4
5: 42-mer: Nr.4 (3x hybr.)
6: 40-mer: Nr.4 (3x hybr.)
7: 60-mer: Nr.4 (3x hybr.)
8: 42-mer: ZipTip
9: 60-mer: ZipTip
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7 8 9
 
Abbildung 4.4: Transkriptionsprodukte nach einer gelelektrophoretischen Trennung auf einem 
denaturierenden 20 % PAGE-Gel (w/v) 
Gel Nr.1: 10 % der in vitro-Transkripte vor der Aufreinigung  
Gel Nr. 2: 10 % nach der Festphasenimmobilisierung (Spur 2-7) und 50 % nach der 
EtOH/ZipTip-Aufreinigung (Spur 8-9) 
Nach der Festphasenimmobilisierung werden in den Spuren zwei bis vier ausschließlich die 
isolierten full length-Transkripte ohne DNA-Template nachgewiesen und nach der dritten 
Hybridisierung sind diese nur noch als sehr schwache Banden in den Spuren fünf bis sieben zu 
erkennen. Dagegen werden nach der EtOH/ZipTip-Aufreinigung neben den aufgereinigten 
Transkripten noch immer DNA-Templates in der Spur acht und neun nachgewiesen. Vergleicht 
man die Effizienz der Aufreinigungsmethoden anhand der massenspektrometrischen und 
gelelektrophoretischen Daten, so stellt man fest, daß zwar beide Verfahren zur Aufreinigung und 
Entsalzung der Transkripte eingesetzt werden können (vgl. Spektren in Kapitel 4.1 mit 
Abbildung 4.5 und Abbildung 4.6). Jedoch wird mit der Festphasenimmobilisierung gleichzeitig 
eine Isolierung der full length-Transkripte mit insgesamt größeren Ausbeuten als nach der 
ZipTip-Aufreinigung erzielt. 
 
Um die Spezifität der Hybridisierung zu bestimmen, wurden zunächst in vitro-Transkripte 
(CFTR-1 bis –4) mit nicht-komplementären Universalsequenzen am 3'-Terminus eingesetzt. Es 
konnte massenspektrometrisch und gelelektrophoretisch keine Immobilisierung nachgewiesen 
werden, während die Transkripte CFTR-5 und –6 bzw. CFTR-8 und –9 erfolgreich aufgereinigt 
wurden (Daten nicht gezeigt). Weitere Untersuchungen dienten dazu, die Anzahl der 
notwendigen Basenpaarungen für eine Festphasenimmobilisierung zu bestimmen. Die Sequenz 
der dazu verwendeten synthetischen 36-mer DNA entspricht der in vitro-RNA, die von einem 
mit Xba I linearisierten DNA-Plasmid transkribiert wurde (vgl. Sequenz in Tabelle 3.11). Am 
3'-Terminus sind 13 Basen zu der Universalsequenz an den Magnetpartikeln Nr.4 komplementär. 
Anhand der Spektren wurde deutlich, daß bereits 13 Basenpaarungen für eine Immobilisierung 
ausreichen, wenn die entsprechende Hybridisierungstemperatur gewählt wird. Zusätzliche 
Messungen mit in vitro-Transkripten ergaben, daß die Magnetpartikel Nr.2 und Nr.3 mit der 
komplementären 5'-Universalsequenz bei Raumtemperatur nicht nur mit dem full length-
Transkript, sondern auch mit den frühen Abbrüchen (8 nt bis 12 nt) hybridisierten. Eine 
Temperaturerhöhung auf 42 °C reichte jedoch aus, um eine spezifische Isolierung der full length-
Transkripte ohne merklichen Beitrag der Nebenprodukte zu erzielen (Abbildung 4.5). 


































Abbildung 4.5: UV-MALDI-MS von in vitro-Transkription (DNA-Template: pGem linearisiert mit Sma) 
nach der Aufreinigung mit den Magnetpartikeln Nr.2: Sequenz der 23-mer RNA mit 
unterstrichender Universalsequenz: 5'-PPP-GGGCGAAUUCGAGCUCGGUACCC-3' 
Das Spektrum in der Abbildung 4.6 zeigt ein 60-mer in vitro-RNA nach der 
Festphasenaufreinigung mit den Magnetpartikeln Nr.4 nach wiederholter Verwendung der 
Partikel. Die Sequenz inklusive der unterstrichenen Universalsequenz der RNA ist in der Bild-
unterschrift wiedergegeben. Die MALDI-Analyse mit THAP zeigt neben dem m/z-Signal für das 
gewünschte full length auch m/z-Signale im unteren Massenbereich. Diese konnten eindeutig als 
die Universalsequenzen der Oligonukleotid-beladenen Magnetpartikel ausgehend vom 
3'-Terminus charakterisiert werden. Es kommt somit bei wiederholten Hybridisierungen zu 
Bindungsbrüchen zwischen den kovalent gebundenen, komplementären DNA-Universal-
sequenzen der Magnetpartikel. Damit verringert sich die Ladungsdichte und somit die Kapazität 





























































































Abbildung 4.6: UV-MALDI von in vitro-Transkripten nach Festphasen-Aufreinigung mit Magnetpartikeln 
Nr.4: 60-mer: 5′-PPP-GGGCGAAUUCGAGCUCGGUACCCGGGGAUCCUCUAGAGUCGACCUGCAGGCAUGCAAGCU-3′  
Plasmid pGem 3Zf(+) mit Hind III linearisiert als Template 
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Wie bereits in Kapitel 4.1 erwähnt, konnten die Ursachen für die geringen Intensitäten der m/z-
Signale von größeren full length-Transkripten bislang nicht eindeutig geklärt werden: ob es zu 
einer Ladungskonkurrenz mit den Nebenprodukten kommt oder eine MALDI-bedingte 
reduzierte Effizienz in der Detektion von großen Transkripten besteht. Die Isolierung großer full 
length-Transkripte und die anschließende MALDI-Analyse ermöglicht einen direkten Vergleich 
der Spektren (vgl. Abbildung 4.2 und Abbildung 4.6), um so die Ursache der geringen 
Intensitäten für das full length-Transkript festzustellen. Nach der Festphasenaufreinigung wird 
zwar eine Isolierung der full length-Transkripte beobachtet, die Signalintensität nimmt jedoch 
nur um den Faktor zwei zu. Da hier keine Ladungskonkurrenz mit den Nebenprodukten besteht, 
liegt es nahe, daß die geringen Signalintensitäten in der Abbildung 4.6 und Abbildung 4.2 
aufgrund der hohen Masse und somit MALDI-bedingt zu erklären sind. Jedoch ist ein Vergleich 
der Signalintensitäten aus zwei verschiedenen Spektren problematisch, da MALDI-MS kein 
quantitatives Verfahren ist.  
 
Zusammenfassung: 
Die Grundlage für eine erfolgreiche MALDI-Analyse von Nukleinsäuren im Hochdurchsatz und 
in der diagnostischen Anwendung ist eine effiziente, reproduzierbare Probenvorbereitung, die 
eine Abtrennung der Nebenprodukte als auch der Kationen und der störenden Reagenzien aus 
den molekularbiologischen Reaktionen ermöglicht. Dies ist mit einer einmaligen Festphasen-
immobilisierung der in vitro-Transkripte aus dem Reaktionsgemisch möglich. Dabei ist eine 
Immobilisierung durch eine Hybridisierung über den 3'-Terminus gegenüber dem 5'-Terminus 
vorzuziehen, um so ausschließlich die full length-Transkripte zu "fischen". Unter stringenten 
Bedingungen ist jedoch auch eine Anbindung über den 5'-Terminus der full length-Transkripte 
ohne Nebenprodukte möglich. Eine Trennung der full length-Transkripte von den Produkten mit 
den unspezifischen Verlängerung am 3'-Terminus ist nicht möglich, da in der Immobilisierung 
die gleichen Sequenzen vorliegen. Entgegen der Erwartung des Herstellers der Magnetpartikel 
erfolgte keine quantitative Immobilisierung, da aus einer Probe nach wiederholten 
Hybridisierungen m/z-Signale der full length-Produkte massenspektrometrisch nachgewiesen 
werden konnten. Die Magnetpartikel lassen sich durchaus mehrfach einsetzen, allerdings ist auf 
eine Verringerung der Ladungskapazität aufgrund von Bindungsbrüchen zwischen den kovalent 
gebundenen komplementären DNA-Universalsequenzen zu achten.  
4.3 REVERSE-SANGER-SEQUENZIERUNG AUF RNA-EBENE 
Für eine vollständige Charakterisierung der Nukleinsäuren ist die Sequenzbestimmung 
unerlässlich. Dazu zählen Sequenzabweichungen von synthetischen Produkten für 
Qualitätsassays, die Sequenzanalyse von bekannten DNA- und RNA-Bereichen zur Bestimmung 
von Mutationen und die de-novo-Sequenzierung. Die Methode MALDI-MS eignet sich zur 
Untersuchung von kurzen DNA-Sequenzen, während die klassische Sanger-Sequenzierung zur 
Bestimmung von größeren DNA-Abschnitten eingesetzt wird (vgl. Kapitel 2.3.1). Die 
Sequenzierung von Oligodesoxynukleotiden durch MALDI-MS ist aufgrund der verringerten 
Auflösung mit Zunahme der Basenlänge auf 50 nt beschränkt. Prozeß-induzierte 
Fragmentierungen führen zur Peakverbreiterung, dies trägt zusätzlich zur Verringerung der 
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Signalintensität bei (vgl. Kapitel 2.6.2). Ein weiterer Faktor, der die zugängliche Größe der 
Oligodesoxynukleotide limitiert, ist die Notwendigkeit einer stärkeren Laserbestrahlung für die 
Detektion der Analyten im höheren Massenbereich aus einem Reaktionsgemisch, z.B. einer 
Sequenzierleiter, wie sie in einer Sanger-Reaktion oder durch die Spaltung mit einer 
Exonuklease generiert wird. Auch die hohe Bestrahlung verringert die Auflösung der Analyten 
im unteren Massenbereich. In der Literatur wird diskutiert, daß neben der ausgeprägten 
Fragmentierung, die zur Beschränkung des Massenbereiches führt, zusätzlich eine verringerte 
Effizienz in der Ionisierung und Detektion und eine Konkurrenz mit kleineren Molekülen um die 
Ladung besteht Tan 92, Wu 94. Besonders ausgeprägt ist dieses Problem bei Sequenzierleitern aus 
einer Sanger-Reaktion aufgrund der Entstehung von Produkten aller Längen. Das DNA-
Template wird von der DNA-Polymerase amplifiziert und stoppt statistisch an jeder möglichen 
Position durch den Einbau von Didesoxynukleotiden (ddNTPs). Dies führt zu einer hohen 
Konzentration an kurzen DNA-Produkten, die zusätzlich die Detektion der längeren Produkte in 
der MALDI-MS unterdrücken. Daher erlaubte dieses Verfahren nur die Sequenzierung der ersten 
44 nt eines 97/98 bp PCR-Produktes bis die geringe Signalintensität und Auflösung eine weitere 
Bestimmung verhindert Kir 98.  
Eine alternative Sequenzierungsmethode wurde von Labeit et al. entwickelt Lab 86. Das DNA-
Template wird mit einer DNA-Polymerase amplifiziert, aber anstatt ddNTPs werden in einem 
vorgegebenen Verhältnis neben dNTPs auch solche mit α-Thiophosphatgruppen (α-S-dNTPs) 
eingesetzt, die von der verwendeten Polymerase eingebaut werden. Es werden vollständige 
Produkte generiert, die an zufälligen Positionen eine Thiophosphatverbindung aufweisen. An 
diesen Stellen kommt es zu einer partiellen Inhibierung in einer nachfolgenden Exonuklease-
Spaltung. Es entstehen Produkte, die also mit einem α-S-dNTP enden, so daß eine 
Sequenzierleiter entsteht. Dieses Verfahren wird Reverse-Sanger-Sequenzierung genannt und ist 
besonders gut für die MALDI-Analyse geeignet, da die Konzentration der längeren DNA-
Produkte im Reaktionsgemisch dominiert (Abbildung 4.7). Die Kopplung der Reversen-Sanger-
Sequenzierung mit MALDI-MS wurde bislang nur auf DNA-Ebene ausprobiert Sha 95.  
 
Ausgehend von der entwickelten Aufreinigungsmethode für RNA ist nun zur 
Sequenzbestimmung die Reverse-Sanger-Reaktion auf RNA-Ebene mit der MALDI-MS 
kombiniert worden. Zum einen wird dabei der Vorteil genutzt, daß RNA unter UV-MALDI-
Bedingungen stabiler als DNA ist und zum anderen werden in der Reversen-Sanger-Reaktion 
mehr längere als kürzere Produkte mit größeren Massenabständen generiert. Die Schwierigkeit 
der genauen Massenauflösung für RNA wird dadurch umgangen, daß die Sequenz in vier bzw. 
drei basenspezifischen, unabhängigen Reaktionen bestimmt werden kann. Dazu wird in der 
in vitro-Transkription ein bestimmtes Verhältnis von einem der vier möglichen NTPs und dem 
entsprechenden modifizierten α-S-NTP-Analog eingesetzt. Das Verfahren ist in der Abbildung 
4.7 schematisch dargestellt und das Prinzip der Reversen-Sanger Reaktion wird exemplarisch für 
α-S-ATP mit insgesamt drei möglichen Positionen erläutert: ähnlich wie in der klassischen 
Sanger-Reaktion werden α-S-ATP in der in vitro-Transkription statistisch in einer, zwei oder in 
allen drei möglichen Positionen eingebaut. Nach der Festphasenaufreinigung erfolgt die 
exonukleolytische Reaktion. Die exonukleolytische Spaltung wird mit der snake venom-
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Phosphodiesterase (SVP) durchgeführt, welche die Phosphodiesterbindungen in 3'→5' Richtung 
der RNA sukzessive hydrolysiert. Es entstehen Sequenzleitern (mit a), b) und c) 
gekennzeichnet), die am 3'-Terminus ein Thiophosphat modifiziertes Nukleotid aufweisen und 




























































Abbildung 4.7: Schematische Darstellung der Reversen-Sanger-Sequenzierung von in vitro-RNA (links) und 
die Sp-Isomerstruktur von α-S-ATP (rechts) 
In der Literatur wurde bislang angenommen, daß die Reverse-Sanger-Sequenzierung nicht auf 
RNA übertragbar ist, da zunächst die RNA-Polymerase die Sp-Isomere der α-S-NTP mit 
Inversion zu Rp-Isomer in der in vitro-Transkription einbaut Eck 85. Von den Rp-Isomeren wurde 
allerdings die Spaltung von SVP berichtet Bar 82. Wie jedoch bereits die Ergebnisse von J. Groß 
aus dem Arbeitskreis zeigen, wird die Hydrolysierungsrate der SVP doch an den Rp-Isomeren 
der Thiophosphate vollständig gestoppt Gro 00. 
4.3.1 RNA in vitro-Transkription mit α-Thionukleotiden 
Der Einsatz von nativer und modifizierter NTP führt zu einer statistischen Verteilung von 
α-S-NTP an den möglichen Positionen. Dabei bestimmt das Konzentrationsverhältnis r von 
nativer zu modifizierter NTP den durchschnittlichen Einbau von α-S-NTP. Dieses Verhältnis ist 
entscheidend für die nachfolgende Exonuklease-Reaktion. Ist das Konzentrationsverhältnis von 
α-S-NTP hoch, werden sehr viele modifizierte Nukleotide in der in vitro-Transkription 
eingebaut. In der nachfolgenden exonukleolytischen Spaltung mit SVP erhöht sich dadurch die 
Anzahl der Produkte nahe dem 3'-Terminus. Mit einem geringen Verhältnis von α-S-NTP 
werden nur wenige mögliche Positionen mit den modifizierten Nukleotiden besetzt. In der SVP-
Reaktion werden so vor allem kurze Sequenzleitern generiert. Der Einfluß des 
Konzentrationsverhältnisses r auf die Ausbeute der verschiedenen Sequenzleitern wird in der 
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Abbildung 4.8 für einen RNA-Abschnitt mit fünf austauschbaren Nukleotidstellen graphisch 
veranschaulicht. In dieser Nomenklatur findet die Nummerierung der potentiellen Einbaustellen i 
und die Position der möglichen Spaltung m in 5'→3'-Richtung statt. Die exonukleolytische 
Spaltung startet in 3'→5'-Richtung und stoppt an einer Thiophosphatverbindung. Die 
Wahrscheinlichkeit p, daß bei einer bekannten Sequenz und somit bekannter Gesamtzahl aller 
potentiellen Einbaustellen i ein Produkt an der Position m bei einem bestimmten 
Konzentrationsverhältnis r gespalten wird, wird mit der folgenden Gleichung beschrieben:  
(Gl. 4.1) ( ) ( )  1)( mirrmp −−⋅= mit ( )( ) ( )NTPNTPSα NTPSα cc cr +−− −−=  
mit i = Gesamtzahl aller potentiellen α-S-NTP Einbaustellen 
 m = Spaltung an dieser Position 
r = Konzentrationsverhältnis von α-S-NTP 
 
In dieser Nomenklatur steigt mit der Länge des Transkriptes und wachsendem m die 
Wahrscheinlichkeit einer Spaltung an der möglichen Position m. Bei einem Einsatz von 75 % 
α-S-NTP in einer in vitro-Transkription wird in der nachfolgenden SVP-Reaktion eine 
Wahrscheinlichkeit von 75 % für das Spaltungsprodukt mit einem α-S-NTP in der fünften 
Position berechnet. Das kleinste Produkt mit einem α-S-NTP in der ersten Position entsteht 
dagegen mit einer Wahrscheinlichkeit von nur 0,29 %. Die Gesamtausbeute von 
Sequenzierleitern beträgt 99,9 %. Werden α-S-NTP in einem Verhältnis von 25 % eingesetzt, 
sinkt die Gesamtausbeute der Sequenzierleiter auf 76,3 %. Die übrigen Transkripte werden 
vollständig in 3'→5'-Richtung hydrolysiert, da kein α-S-NTP eingebaut worden ist. Es entstehen 
jedoch mit einer Wahrscheinlichkeit von 25 % das längste Produkt mit einem α-S-NTP in der 
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Abbildung 4.8: Wahrscheinlichkeit der Produkte an der Position m nach der exonukleolytischen Spaltung in 
Abhängigkeit des Konzentrationsverhältnisses r und der Gesamtzahl der potentiellen 
Einbaustellen i von α-S-NTP  
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Die Gleichung (Gl. 4.1) setzt einen gleich starken Einbau von modifizierten und nativen 
Nukleotiden von der RNA-Polymerase voraus Eck 85. Dies kann anhand der Daten aus der 
gelelektrophoretischen Analyse bestätigt werden wie in Abbildung 4.9 exemplarisch dargestellt. 
Die Intensitäten der Banden von den modifizierten und nativen Transkripten sind miteinander 
vergleichbar. Zudem hat sich herausgestellt, daß der Einsatz von 25 % α-S-NTP das optimale 
Konzentrationsverhältnis für eine Reverse-Sanger-Sequenzierung von Oligonukleotiden (bis 
25 nt) darstellt, denn bei höheren Konzentrationen von α-S-NTP wurden die kleineren 
Sequenzierprodukte in den Massenspektren nicht nachgewiesen Gro 00. 
Spur 1-3: pGEM Sal
1: 42-mer: 0% α-S-NTP
2: 42-mer: 25% α-S-ATP
3: 42-mer: 25% α-S-CTP
Spur 4-6: pGEM Xba
4: 36-mer: 0% α-S-NTP 
5: 36-mer: 25% α-S-GTP 
6: 36-mer: 25% α-S-UTP 
7: neg. Kontrolle
8: synth. RNA (11-, 20-mer) 
9: synth. DNA (12-, 32-, 40-mer)
1 2 3 4 5 6 7 8 9
 
Abbildung 4.9: Darstellung der unmodifizierten und modifizierten in vitro-Transkripte (mit je 25 % 
α-S-NTPs) auf einem 20 % PAGE-Gel  
Die Entstehung von Nebenprodukten wie z.B. frühe Abbrüche und slippage-Produkte in der 
in vitro-Transkription ist generell eine charakteristische Eigenschaft der RNA-Polymerase (vgl. 
Kapitel 4.1). Jedoch wird der Anteil der Nebenprodukte bei der Verwendung von modifizierten 
Nukleotiden noch erhöht (Daten nicht gezeigt). Daher empfiehlt sich eine selektive Isolierung 
der modifizierten full length-Transkripte mit der spezifischen Immobilisierung der Produkte 
durch Hybridisierung an Oligonukleotid-gebundene Magnetpartikel (vgl. Kapitel 4.2), um 
anschließend eine exonukleolytische Reaktion durchzuführen. Für den direkten Vergleich 
werden die Ergebnisse von zwei in vitro-Transkriptionen in der Abbildung 4.10A) nach der 
Immobilisierung an den Magnetpartikeln Nr.2 dargestellt. In der ersten Transkription wurden die 
vier nativen Nukleotide eingesetzt (schwarz), während in der zweiten Reaktion das native ATP 
durch 100 % α-S-ATP (Sp-Isomer, vgl. Abbildung 4.7) ersetzt wurde (grün). Auch hier 
bestätigen die Signalintensitäten der full length-Transkripte das aus der Literatur bekannte 
Ergebnis, daß sowohl die nativen NTPs als auch die α-S-ATP von der RNA-Polymerase 
gleichermaßen akzeptiert wurden. Außerdem hat die Modifizierung im Phosphatrückgrat keinen 
Einfluß auf die Effizienz in der Hybridisierung. Die von dem DNA-Template unabhängigen, 
unspezifischen Additionen am 3'-Terminus wurden massenspektrometrisch nachgewiesen und 
mit [M+H+G]+ und [M+H+C/U]+ im Massenspektrum gekennzeichnet Mil 87. Eine genaue 
Unterscheidung zwischen U und C ist aufgrund der geringen Massendifferenz nicht möglich.  
Der Austausch von nativer gegen α-S-ATP offenbart zudem ein prinzipielles Problem in der 
Reversen-Sanger-Sequenzierung. Aufgrund der Massendifferenz von 16 u zwischen den nativen 
und modifizierten Nukleotiden resultierte der Einbau von vier modifizierten ATPs in einen 
erwarteten Massenshift von 64 u. 
























4 x 16 [m (α-S-ATP)] = 64
[M+H]+













































Abbildung 4.10: UV-MALDI-MS von in vitro-Transkription (pGem linearisiert mit Sma) nach der 
Aufreinigung an Magnetpartikeln Nr.2: Sequenz der 23-mer RNA: 5'-PPP-
GGGCGAAUUCGAGCUCGGUACCC-3'  
A) 100 % α-S-ATP und 0 % α-S-ATP nebeneinander  
B) 25 % α-S-ATP in der in vitro-Transkription 
Deutlicher wird das Problem der Massenheterogenität in der Abbildung 4.10B), in der 25 % 
α-S-ATP in der in vitro-Transkription eingesetzt wurden. Es entstanden Produkte mit der 
gleichen Sequenzlänge, aber mit einer unterschiedlichen Anzahl von eingebauten α-S-ATPs, wie 
im Ausschnitt dargestellt ist. Der Einbau von mehr als einen modifizierten ATP führt zu einer 
Massenheterogenität der Produkte. Die Verteilung ist von der möglichen Einbaurate der α-S-
ATP abhängig. Daher wurden für das full length fünf m/z-Signale gemessen, die der Anzahl von 
0 bis 4 α-S-ATPs in den jeweiligen Transkripten entsprechen. Die Summe der Peakflächen der 
einzelnen m/z-Signale entspricht der Fläche für das m/z-Signal in der in vitro-Transkription mit 
0 % bzw. 100 % α-S-ATP. Die Intensität der einzelnen Signale wurde erniedrigt, solange diese 
aufgelöst werden konnten. Im höheren Massenbereich wurden die m/z-Signale mit 16 u 
Unterschied nicht mehr aufgelöst, sondern führten so zu einer Peakverbreiterung und Verlust in 
der Sensitivität. Mit zunehmender Größe der Produkte und somit zunehmender Anzahl der 
austauschbaren Nukleotide nimmt dieses Problem zu Sha 95. Versuche des Kooperationspartners 
Sequenom GmbH (Hamburg, Deutschland), massengleiche Analoga zu synthetisieren, um so das 
Problem der Massenheterogenität zu umgehen, sind leider fehlgeschlagen. 
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4.3.2 Exonukleolytische Reaktion 
Das Enzym SVP aus Crotalus durissus stammte von Boehringer/Roche Diagnostics und wurde 
bereits in anderen Arbeiten aus dem Arbeitskreis und zu Beginn dieser Arbeit eingesetzt. Da 
dieses Enzym nicht mehr lieferbar ist, wurde das Enzym aus Crotalus adamanteus von 
Amersham Pharmacia bezogen. Allgemein gilt für beide Exonukleasen, daß sie eine höhere 
Aktivität in der Spaltung von DNA im Vergleich zu RNA besitzen. Ebenso wird synthetische 
RNA wiederum schneller als in vitro-Transkripte hydrolysiert. Der optimale pH-Wert für das in 
dieser Arbeit verwendete Enzym aus Crotalus adamanteus liegt jedoch zwischen 9,8 und 10,4 
und somit deutlich höher als der optimale pH-Wert von 8,9 bis 9,8 für SVP aus Crotalus 
durissus. In diesem pH-Bereich tritt die alkalische Hydrolyse der RNA ein, so daß unterhalb der 
optimalen Bedingungen für die SVP die ersten Untersuchungen durchgeführt wurden. Zudem 
konnten die von J. Groß herausgearbeiteten Bedingungen für das Enzym aus Crotalus durissus 
in der Reverse-Sanger-Reaktion nicht auf das Enzym aus Crotalus adamanteus übertragen 
werden Gro 00. Die ersten Bedingungen für das ältere Enzym aus Crotalus durissus beinhalteten 
die Inkubation von Transkripten mit 25 %-α-S-NTP-Anteil in einem 50 %-igen ACN-Puffer. Es 
wird angenommen, daß das Acetonitril die Ausbildung von Sekundärstrukturen in RNA 
verringert und somit die exonukleolytische Reaktionsrate erhöht Gro 00. So konnten in 
Abhängigkeit der verwendeten S-α-NTPs verschiedene Vorläufer von Sequenzleitern 
massenspektrometrisch detektiert werden. Allerdings wurden nicht alle theoretischen m/z-
Signale der Produkte für eine vollständige Sequenzierung generiert. Zudem dominierten die 
teilweise Dephosphorylierungen der Transkripte sehr stark, die massenspektrometrisch 
nachgewiesen werden konnten. Diese zusätzlichen m/z-Signale erschwerten die Interpretation 
der Massenspektren erheblich. Die Dephosphorylierungen der Transkripte wiesen auf eine 
Phosphatase Kontamination hin. Eine Optimierung für das ältere Enzym aus Crotalus durissus 
stellte die vorherigen Dephosphorylierung am 5'-Terminus der Transkripte dar. Dadurch wurde 
allerdings neben der zusätzlichen Reaktion ein weiterer Aufreinigungsschritt erforderlich. Die 
Dephosphorylierung am 5'-Terminus beschleunigte die exonukleolytische Spaltung (3'→5' 
Richtung!) derart, daß wiederum keine vollständige Sequenzleiter nachgewiesen werden konnte 
Gro 00.  
 
Die ersten Ergebnisse aus der SVP-Reaktion mit dem Enzym aus Crotalus adamanteus in einem 
50 %-igen ACN-Puffer zeigten keine Dephosphorylierungen der Transkripte. Zusätzliche 
Experimente ergaben, daß die vorherige Dephosphorylierung am 5'-Terminus die Bedingungen 
in der nachfolgenden SVP-Reaktion veränderte, insofern als ebenfalls eine Beschleunigung in 
der Reaktionsrate festgestellt wurde (Daten nicht gezeigt). Als Schlußfolgerung aus diesen 
beiden Beobachtungen wurde in den nachfolgenden Reaktionen auf die Dephosphorylierungen 
der Transkripte und auf einen zusätzlichen Aufreinigungsschritt verzichtet.  
 
Wie bereits erwähnt wurde in den Arbeiten von J. Groß die vollständige Inhibierung der 
Exonukleaseaktivität von SVP aus Crotalus durissus an den α-S-NTPs nachgewiesen, jedoch 
noch nicht für SVP aus Crotalus adamanteus. Daher wurden zunächst in vitro-Transkripte mit 
100 % α-S-ATP nach der Festphasenaufreinigung 45 min mit 0,01 U von SVP zur Untersuchung 
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der Aktivität inkubiert und anschließend massenspektrometrisch untersucht (vgl. Abbildung 
4.11).  
5' PPP-GGG CGA AUU CGA 3'
5' PPP-GGG CGA A 3‘
5' PPP-GGG CGA AUU CGA GCU CGG UA 3'


















Abbildung 4.11: UV-MALDI-MS von in vitro-Transkription mit 100 % α-S-ATP (pGem linearisiert mit Sma) 
nach der Aufreinigung an Magnetpartikeln Nr.2 mit SVP umgesetzt; Sequenz der 23-mer 
RNA: 5'-PPP-GGGCGAAUUCGAGCUCGGUACCC-3'  
Aufgrund der vorherigen Isolierung des full length-Produkte lassen sich diese m/z-Signale 
eindeutig als Produkte der SVP-Reaktion charakterisieren. Im Spektrum dominiert das m/z-
Signal für das Produkt mit einem α-S-ATP an der Position 20. Ebenso werden kürzere Produkte, 
wenn auch mit schwächeren Intensitäten, mit α-S-ATP in den Positionen 12 und 7 
nachgewiesen. Das deutet daraufhin, daß die Spaltungsrate an den α-S-ATP-Positionen deutlich 
verringert, jedoch nicht vollständig gestoppt wurde. Das m/z-Signal für das Produkt mit 7 nt 
zeigt eine höhere Intensität als das Signal für das Produkt mit 12 nt, während jedoch das m/z-
Signal für 6 nt, welches am 3'-Terminus auch ein A aufweist, wiederum vollständig fehlt. Dies 
deutet daraufhin, daß zwei aufeinanderfolgende Thiophosphatnukleotide die Spaltungsaktivität 
der SVP vollständig inhibieren. 
Um die vollständige Sequenzinformation eines 23-mers zu erhalten, wurden zunächst 25 % der 
α-S-NTPs in vier basenspezifischen Transkriptionen eingesetzt und anschließend durch 
Hybridisierung an den Magnetpartikeln aufgereinigt und isoliert. Nach der exonukleolytischen 
Reaktion mit SVP aus Crotalus adamanteus wurden die Produkte massenspektrometrisch 
analysiert. In der nächsten Abbildung werden die Ergebnisse gezeigt, indem die vier MALDI-
Spektren übereinander gelegt werden. So wird deutlich, daß nahezu die vollständige 
Sequenzinformation nach der Reaktion mit SVP aus Crotalus adamanteus gewonnen werden 
kann. Die protonierten Massen der basenspezifischen Leitern sind in der Tabelle 3.13 aufgeführt. 
Zusätzlich werden auch zweifach protonierte Spezies nachgewiesen (gekennzeichnet mit *). Es 
treten unterschiedliche Intensitäten der Produkte in den jeweiligen basenspezifischen Reaktionen 
auf. Die m/z-Signale für die G/C-Basen am 3'-Terminus sind deutlich intensiver als die der 
A/U-Basen. Die Exonukleaseaktivität ist abhängig von der Sequenz und wird an G/C-Basen mit 
α-S-NTP stärker inhibiert als an A/U-Positionen. Die erreichte Auflösung und die geringe 
Intensität der Produkte hängen mit der Massenheterogenität der Produkte zusammen. Die 
Synthese von modifizierten NTPs, die von SVP gespalten werden, aber isobar zu den α-S-NTPs 
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sind, würde zur Verbesserung der Spektrenqualität beitragen. Jedoch erfolgte erstmals eine 
eindeutige Sequenzierung mit der Reversen-Sanger-Reaktion für Transkripte bis 23 nt mit der 
Ausnahme der ersten fünf Nukleotide ausgehend vom 5'-Terminus und der Base an Position 16. 
Anhand der Spektren wird allerdings auch deutlich, daß die Durchführung der vier 
basenspezifischen Transkriptionen in einer einzigen Reaktion aufgrund der geringen 
Massendifferenz zwischen U und C bislang nicht möglich ist.  
* *
*























Abbildung 4.12: Vier MALDI-Spektren von vier in vitro-Transkriptionen mit je 25 % α-S-ATP, 25 % 
α-S-CTP, 25 % α-S-GTP, 25 % α-S-UTP (pGem linearisiert mit Sma) nach der 
Aufreinigung an Magnetpartikeln Nr.2 mit SVP umgesetzt; Sequenz der 23-mer RNA: 5'-
PPP-GGGCGAAUUCGAGCUCGGUACCC-3' 
Zusammenfassung: 
Mit der Reversen-Sanger-Methode ist erstmals eine Sequenzierung mit SVP aus Crotalus 
adamanteus für Transkripte bis 23 nt in vier basenspezifischen Reaktionen und nach der 
Festphasenaufreinigung möglich. Die Qualität der Spektren wird jedoch aufgrund der 
Massenunterschiede zwischen der nativen und modifizierten NTPs deutlich verringert. Im 
folgenden wurde untersucht, ob dieses Verfahren auch für größere Transkripte zur Beantwortung 
von diagnostischen Fragestellungen übertragbar ist. 
4.3.3 Detektion genetischer Heterogenitäten 
Für die Resequenzierung ist ein Bereich aus Exon 11 im CFTR-Gen (Cystic-Fibrosis-
Transmembran-Regulator-Gen) ausgewählt worden. Dabei variiert die Länge der Transkripte in 
Abhängigkeit von den verwendeten Primern (mit und ohne Universalsequenz am 3'-Terminus) in 
der PCR zwischen 60 und 95 Basen. Eine Vielzahl an gut untersuchten SNPs bzw. Deletionen in 
diesem Gen sind mit dem Auftreten der Zystischen Fibrose (Mukoviszidose) korreliert Wag 93. 
Massenspektrometrisch wurden die SNPs im CFTR-Gen bereits 1997 von Braun et al. mit dem 
Nukleotid-Extensionsverfahren nachgewiesen (PROBE-Verfahren bzw. hME) Bra 97. 
 
Die Sequenzen der untersuchten Transkripte aus dem CFTR-Gen sind in der Tabelle 3.11 
zusammengefaßt. In den ersten Reversen-Sanger-Reaktionen wurden Transkripte mit der 
Universalsequenz für die Festphasenimmobilisierung mit der Länge zwischen 71 und 95 Basen 
eingesetzt. Die α-Thionukleotide wurden wie erwartet von der RNA-Polymerase akzeptiert, 
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allerdings verringerte sich die Qualität der Spektren erheblich aufgrund der Massenheterogenität 
der Produkte. Nach der Aufreinigung durch die Festphasenimmobilisierung traten jedoch 
Schwierigkeiten in der SVP-Reaktion auf: es wurden keine m/z-Signale, weder für das full 
length-Transkript noch für basenspezifische Sequenzleitern detektiert. Eine mögliche Erklärung 
hierfür liefert die geringe Ausbeute an full length-Transkripten bereits vor der eigentlichen SVP-
Reaktion, so daß die Produkte nach der SVP-Reaktion aufgrund der Peakverbreiterung und der 
daraus resultierenden Verluste in der Intensität unterhalb der Nachweisgrenze lagen. Denn es ist 
zu berücksichtigen, daß bei Transkriptionslängen zwischen 71 und 95 Basen durchschnittlich 18 
bis 24 sequenzspezifische Produkte erwartet werden. Aufgrund der Massenheterogenität werden 
daher für die SVP-Reaktion Ausgangskonzentrationen der full length-Transkripte von über 
100 pmol/µl benötigt.  
Daher wurde stattdessen die Ethanolpräzipitation als alternatives Aufreinigungsverfahren 
angewendet. Gleichzeitig entstanden so kürzere Transkripte ohne Universalsequenz am 
3'-Terminus (CFTR-7: 60 nt und CFTR-10: 81 nt). Nach der exonukleolytischen Reaktion 
wurden jedoch wiederum keine basenspezifischen Sequenzleitern, sondern nur unspezifische und 
nicht reproduzierbare m/z-Signale massenspektrometrisch nachgewiesen, die keinerlei 
sequenzspezifische Informationen enthielten. Zusätzlich wurden die Transkripte neben der 
Standardpräparation auf einem Stahltarget auf einem Anchortarget mit hydrophoben 
Oberflächen präpariert, um so eine Aufkonzentrierung der Produkte zu erreichen (vgl. Kapitel 
2.6.1 und 3.3.2). Doch auch dies führte nicht zu den erwünschten Signalen. Weitere Änderungen 
in den Reaktionsbedingungen wurden durchgeführt, jedoch ohne Erfolg. Dazu gehört die 
Variation der α-S-NTP-Konzentrationen (25 %, 50 %, 75 % und 100 %), des pH-Wertes, der 
Inkubationszeiten und des Reaktionspuffers (mit und ohne Acetonitril oder MgCl2). Auch nach 
einer zusätzlichen ZipTip-Aufreinigung zur Entsalzung konnten die erwünschten Sequenzleitern 
nicht nachgewiesen werden. Dabei konnten jedoch völlig unerwartet auch die bisherigen 
Ergebnisse nicht bestätigt werden, daß eine vollständige Inhibierung bzw. deutliche 
Verringerung in der Hydrolyserate bei 100 % α-S-NTP eintritt. Ursache könnte eine 
Kontaminierung mit Endo- oder Exonuklease in der Reaktion sein. Gleichzeitig durchgeführte 
Kontrollexperimente mit synthetischer RNA bestätigten jedoch diese Vermutung nicht, da hier 
eindeutige Abbauprodukte einer SVP-Reaktion nachgewiesen werden konnten. Die eindeutigen 
Zusammenhänge konnten bisher nicht geklärt werden, aber es resultiert daraus, daß die Reverse-
Sanger-Methode in dieser Form nicht auf diagnostische Fragestellungen angewendet werden 
kann.  
4.4 BESTIMMUNG VON ALLELFREQUENZEN  
Zur enzymatischen Sequenzbestimmung eignen sich neben der exonukleolytischen Reaktion 
auch Endonukleasen, die Nukleinsäuren nicht sukzessive, sondern DNA an spezifischen 
Erkennungssequenzen (Palindrome) bzw. RNA basenspezifisch spalten. Da die DNA-Produkte 
nach der endonukleolytischen Reaktion für die massenspektrometrische Untersuchung meist zu 
groß sind, eignet sich MALDI-MS eher als Nachweisverfahren von RNA-Produkten, die nach 
einer endonukleolytischen Reaktion entstehen. Für eine vollständige und eindeutige 
Sequenzierung auf RNA-Ebene sind vier bzw. mindestens drei basenspezifische Endonukleasen 
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notwendig, die zur Zeit nicht zur Verfügung stehen. Es konnte jedoch bereits gezeigt werden, 
daß für die Detektion von Mutationen und als schnelles Screening-Verfahren keine vollständige 
Sequenzierung eines DNA-Abschnittes notwendig ist (vgl. Kapitel 2.6.3 und 2.6.4). 
 
Im folgenden wird erläutert, wie zur de-novo SNP-Detektion und Resequenzierung eine einzige 
Endonuklease in Kombination mit MALDI-MS genutzt werden kann. Bei der Endonuklease 
handelt es sich um RNase A, die zwischen UpN und CpN an den Phosphodiesterbindung 
angreift. Um nun die geringe Massendifferenz zwischen U und C von 1 u zu umgehen, werden 
modifizierte Nukleotide in der in vitro-Transkription eingesetzt, die entweder die 
Massendifferenz erhöhen wie z.B. methylierte-UTPs oder -CTPs (vgl. Kapitel 2.6.4), oder die 
eine nachfolgende RNase A-Reaktion basenspezifisch inhibieren wie z.B. dTTP oder dCTP. In 
der hMC-Methode (homogenous MassCLEAVE, hMC)Sta wird entweder UTP oder CTP durch 
sein dNTP-Analog ersetzt. Um nun zusätzlich Informationen über die zwei Purinbasen A und G 
zu gewinnen, wird die intrinsische Eigenschaft der Nukleinsäuren genutzt: die komplementäre 
Paarung der Basen A und T bzw. G und C. Genauer gesagt wird in einer separaten Reaktion die 
RNA-Kopie des komplementären DNA-Stranges transkribiert und nach der RNase A-Reaktion 
massenspektrometrisch analysiert, um so indirekt die Abfolge von A und G zu bestimmen. Zur 
Untersuchung eines DNA-Abschnittes können also unabhängig voneinander vier verschiedene 
Reaktionen durchgeführt werden: sowohl der forward-Strang mit dCTP oder dTTP als auch der 
komplementäre, reverse-Strang mit dCTP oder dTTP. Der Nachweis der SNPs erfolgt mittels 
einer speziellen Software, die die theoretischen Spaltungssignale mit den gemessenen 
m/z-Signalen und ihren Intensitäten vergleicht, da es auch zu Überlagerungen von Fragmenten 
mit gleichen Massen kommen kann (Multiplizitäten). Tritt nun eine Veränderung innerhalb der 
Sequenz auf, werden ein oder mehrere Signale zusätzlich auftauchen bzw. verschwinden, die die 
Software erkennt und die sich deswegen auch zur de-novo-Detektion von Mutationen eignet. 
Indes verursachen die für eine Assoziationsstudie notwendige Menge an genomischer DNA und 
Anzahl von nachzuweisenden SNPs und die daraus resultierenden Reaktionen im 
Hochdurchsatzverfahren ein Kostenproblem. Ein Ansatz zur Reduzierung der Kosten und der 
Gesamtmenge an genomischer DNA ist die Genotypisierung und Quantifizierung eines DNA-
Pools einer größeren Anzahl von Individuen. In dieser Arbeit wurde nun erstmals untersucht, ob 
die basenspezifische Resequenzierung von RNA mit der RNase A zur Bestimmung der 
Allelfrequenz in einem DNA-Referenzpool in Kombination mit MALDI-MS eingesetzt werden 
kann.  
Dazu wird nach der Bestimmung des Genotyps (Wildtyp, heterozygot, Mutante) von 
verschiedenen Individuen mit der hMC-Methode (vgl. Kapitel 4.4.1) die genomische DNA eines 
homozygoten Wildtypen und einer homozygoten Mutante in verschiedenen Konzentrations-
verhältnissen gemischt und als DNA-Referenzpool eingesetzt. Dabei können im ersten Schritt 
unterschiedliche Amplifizierungen der einzelnen Allele auftreten (PCR-Wichtung). Dies kann 
jedoch anschließend mit Hilfe eines Korrekturfaktors ausgeglichen werden (Kapitel 4.4.2). 
Experimentell wird dann das Verhältnis der Mutante im DNA-Referenzpool aus dem Verhältnis 
der Signalflächen berechnet, da eine absolute Quantifizierung der Produkte mit MALDI-MS 
prinzipiell nicht möglich ist. Dabei kommen manuelle und automatisierte Verfahren der 
MALDI-Analyse sowie verschiedene Auswertungsprogramme zur Anwendung (Kapitel 4.4.3). 
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Die korrigierten Allelfrequenzen werden im darauf folgenden Kapitel 4.4.4 zusammengefaßt. 
Abschließend erfolgt in Kapitel 4.4.5 der Vergleich mit dem hME-Verfahren (homogenous 
MassEXTEND, hME). Das Projekt wurde in einer Zusammenarbeit mit der Firma Sequenom 
bearbeitet. Die dazu ausgewählten SNPs liegen innerhalb des gut untersuchten CETP-Gens3. Die 
verwendeten Methoden und Materialen sind im vorherigen Kapitel 3.2.6 und 3.2.7 beschrieben.  
4.4.1 Genotypisierung der Individuen mit der hMC-Methode 
Im ersten Schritt der hMC-Methode wurden im Rahmen dieser Arbeit zunächst zwei Bereiche 
(Amplikon Nr.1 und Nr.5) aus dem CETP-Gen von zehn Individuen amplifiziert. Die 
Promotersequenz der T7-DNA/RNA-Polymerase wurden entweder mit dem forward-Primer 
oder mit dem reverse-Primer in das PCR-Produkt eingeführt. Zur Bestimmung der Homogenität 
wurden die PCR-Produkte vor der in vitro-Transkription gelelektrophoretisch getrennt wie in 
Abbildung 4.13A) exemplarisch dargestellt ist. Dabei wurden 20 % des Reaktionsvolumens pro 
Spur aufgetragen. Die PCR-Produkte Amplikon Nr.1 von zehn Individuen weisen die 
Promotersequenz der T7 DNA/RNA-Polymerase entweder am forward- (links) oder am reverse-
Primer (rechts) auf. Vor der in vitro-Transkription wurden die noch vorhandenen dNTPs aus der 
PCR dephosphoryliert, damit die modifizierte T7 DNA/RNA-Polymerase anstatt CTP oder UTP 
ausschließlich das dNTP-Analog einbaut und so modifizierte RNA-Kopien des forward-DNA-
Stranges oder des reverse-DNA-Stranges transkribiert. In der Abbildung 4.13B) wird die 
Amplifizierungsrate der Transkription verdeutlicht, indem in allen vier Spuren die gleichen 
PCR-Konzentrationen vor und nach der in vitro-Transkription aufgetragen und getrennt wurden 
(10 % der PCR-Reaktion). In den letzten beiden Spuren werden die PCR-Produkte vor der 
in vitro-Transkription schwach, aber signifikant nachgewiesen. Nach der in vitro-Transkription 
überlagern in den ersten beiden Spuren die auffälligen RNA-Banden der dCTP- bzw. der dTTP-


















































































































































Abbildung 4.13: Nachweis der Reaktionsprodukte nach einer gelelektrophoretischen Trennung (1,5 % 
Agarosegel (w/v)) A) 20 % der PCR-Produkte Amplikon 1 forward und reverse von 10 
Individuen: DNA # 1-10 B) gleiche Mengen an PCR-Produkte von Amplikon Nr.5 vor 
(rechts: rev und for) und nach der in vitro-Transkription (links: rev-RNA Strang dCTP bzw. 
dTTP-Reaktion) 
                                                 
3 www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP 
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In der nachfolgenden RNase A-Reaktion fand eine spezifische Basenspaltung entweder in der 
dTTP-Reaktion zwischen CpN oder in der dCTP-Reaktion zwischen rUpN statt. Nach der 
Inkubation mit der RNase A erfolgte die homogene Probenvorbereitung für die MALDI-Analyse 
(vgl. Kapitel 3.3.1). Nach der Aufreinigung der in vitro-Transkripte wurden die Produkte mit der 
Nano-Präparation auf einen vorgefertigten 3-HPA Chip aufgetragen. Die Reaktionsprodukte 
wurden anschließend in der UV-MALDI-MS nachgewiesen. Die Komplexität der Spektren wird 
in der folgenden Abbildung 4.14 deutlich veranschaulicht und ist abhängig vom DNA-Template 
(Amplikon Nr.1 bzw. Nr.5) und von der Reaktion (dCTP bzw. dTTP). In den oberen 
Ausschnitten der hMC-Spektren in Abbildung 4.14A) sind die Ergebnisse nach der hMC-
Methode von insgesamt vier Reaktionen dargestellt: Amplikon Nr.1 forward-RNA in den zwei 
möglichen Reaktionen dTTP (links) und dCTP (rechts) von zwei homozygoten Kontroll-
Individuen (grün oder blau). Die Unterschiede in den Spektren werden mit Hilfe von Pfeilen 
hervorgehoben und die Spektren entsprechend der daraus resultierenden Genotypen entweder in 
grün für den Wildtyp oder in blau für die Mutante dargestellt. Diese beiden Genotypen wurden 
in den folgenden Experimenten in verschiedenen Mischungsverhältnissen als DNA-
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Abbildung 4.14: Spektren von in vitro-RNA Transkripten nach einer basenspezifischen RNase A Spaltung 
A) Amplikon Nr.1 for links dTTP und rechts dCTP: Ausschnitte von SNP rs158477 für 
Wildtyp und Mutante in zwei verschiedenen Reaktionen 
B) Amplikon Nr.5 for und dCTP-Reaktion: Ausschnitte für SNP rs289717 und SNP rs289716 
in einer einzigen Reaktion 
ERGEBNISSE & DISKUSSION 
 
 82 
In den unteren Ausschnitten des hMC-Spektrums in der Abbildung 4.14B) werden zwei 
unabhängige Abweichungen in der Sequenz innerhalb von Amplikon Nr.5 mit forward-RNA 
und der Reaktion dCTP nachgewiesen. Hier wird deutlich, daß innerhalb einer einzigen Reaktion 
der parallele Nachweis von mehreren SNPs möglich ist. Zusätzlich werden die Massenspektren 
von heterozygoten Individuen in orange dargestellt. Die genaue Vorgehensweise zur Geno-
typisierung der 10 Individuen wird im folgenden Abschnitt näher erläutert. 
 
Wie bereits erwähnt wird das komplette, theoretische Spaltungsmuster in silico simuliert und die 
Massen der Spaltungs- und der Nebenprodukte der Transkription werden inklusive 
Multiplizitäten (Anzahl der Produkte mit nominal gleicher Masse, vgl. Kapitel 4.4.2) aufgelistet. 
Dazu wird die jüngst von Sequenom entwickelte Software MassARRAY Discovery RT benutzt, 
die von bekannten Sequenzen die basenspezifischen Spaltungsmustern nach einer 
endonukleolytischen Reaktion berechnet. Tritt eine Veränderung in der Sequenz auf, werden ein 
oder mehrere Signale zusätzlich auftauchen bzw. verschwinden. Genauer bedeutet das z.B. in der 
dCTP-Reaktion, daß eine Mutation an einer U-Position die Gesamtzahl der Spaltungs-
möglichkeiten und somit die m/z-Signale im Spektrum verringert (bzw. eine neue U-Mutation 
die Anzahl der m/z-Signale erhöht), während eine A/C-, A/G- bzw. C/G-Mutation nur zu einer 
Massenverschiebung des m/z-Signals führt.  
 
Zur Veranschaulichung dient eine Abweichung im Amplikon Nr.1, nämlich SNP rs158477 an 
der Position 11854 im CETP-Gen: durch die G/A-Mutation im forward-Strang bzw. 
C/T-Mutation im reverse-Strang verändern sich die m/z-Signale der Produkte (vgl. Tabelle 4.1). 
Im PCR-Produkt (Amplikon Nr.1) liegt die G/A-Mutation an der Position 396 im forward- bzw. 
die C/T-Mutation an der Position 138 im reverse-RNA-Strang. Die DNA-Sequenz nahe der 
Mutation wird in der dritten Spalte aufgeführt. Die Sequenz der Produkte nach den beiden 
basenspezifischen Reaktionen dCTP und dTTP und die resultierenden Massen in Abhängigkeit 
des Genotyps werden in den nachfolgenden Spalten aufgelistet. Wie bereits erwähnt geben die 
Multiplizitäten MW in der letzten Spalte für das Wildtyp-Allel die Anzahl der Produkte mit 
nominal gleicher Masse wieder (vgl. Kapitel 4.4.2). 
Tabelle 4.1: Theoretisches Spaltungsmuster für eine G/A-Mutation (SNP rs158477) im Amplikon Nr.1 mit 
hMC: forward- und reverse-RNA-Strang und den Reaktionen dCTP bzw. dTTP mit RNase A: 
Massen und Multiplizitäten der Signale für Produkte im Wildtyp 
CETP-
Gen 
Position des SNPs 
(Ampl. Nr.1) DNA-Sequenz Sequenz der Produkte 
m/z-Signal 
[M+H]+ MW 
WT GGGAGGCU @392 2669,63 2  
dCTP M GGGAAGCU @392 2653,63 1 
WT TTTGGGAGGC @389 3292,05 1 
forward-Strang an 







dTTP M TTTGGGAAGC @389 3276,05 0 
WT CAGCCU @134 1867,17 3 
M U @139 <1000 >20 dCTP 
M CAGCU @134 1577,98 2 
WT C @138 <1000 >20 


















M TTC @138 <1000 3 
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Anhand der Tabelle wird offensichtlich, daß sich die m/z-Signale aufgrund der G/A-Mutation im 
forward-Strang um 16 u in der dCTP-Reaktion von 2669,6 u zu 2653,6 u und in der dTTP-
Reaktion von 3292,1 u zu 3276,1 u verschieben. Im einfachsten Fall, in der dTTP-Reaktion, 
verschwindet das Signal m/z = 3292,1 u vollständig (MW = 1) und wird als neues Signal ohne 
Überlagerung von anderen Ionen mit nominal gleicher Masse an m/z = 3276,1 u in der Mutante 
nachgewiesen (MW = 0) wie in der Abbildung 4.14A) im linken Ausschnitt für einen Wildtyp 
(grün) und eine Mutante (blau) dargestellt. Im rechten Ausschnitt werden die Spektren der 
dCTP-Reaktion gezeigt, in denen die m/z-Signale nicht in Abhängigkeit des Genotyps 
vollständig verschwinden, sondern nur die Intensitäten sich verändern. Im Wildtyp werden 
entsprechend der Sequenz bei m/z = 2669,6 u zwei Produkte mit nominal gleicher Masse 
generiert (MW = 2). Durch die G/A-Mutation verringert sich die Peakfläche des m/z-Signals 
2669,6 u von 2 auf 1. Im Wildtyp wird an m/z = 2653,6 u bereits ein Produkt nachgewiesen 
(MW = 1), so daß in der Mutante (blau) zwei Produkte mit nominal gleicher Masse nachgewiesen 
werden, indem sich die Fläche von 1 auf 2 vergrößert. Im Falle eines Heterozygoten sind die 
Flächen der beiden m/z-Signale gleich groß. In der quantitativen Auswertung der Spektren 
werden solche Multiplizitäten berücksichtigt (vgl. Kapitel 4.4.2).  
 
Aus der Tabelle 4.1 wird zudem ersichtlich, daß mit der C/T-Mutation im reverse-RNA-Strang 
in der dCTP-Reaktion ein Produkt verschwindet und zwei neue Produkte entstehen, da eine 
zusätzliche spezifische Spaltungsstelle durch die T-Mutation an der Position 138 auftaucht. Das 
führt in der dTTP-Reaktion dazu, das zwei Produkte verschwinden und ein größeres entsteht. 
Jedoch eignen sich diese beiden Reaktionen aufgrund der hohen Multiplizitäten nicht zum 
eindeutigen Nachweis der Mutation. In der MALDI-MS werden zwar alle Reaktionsprodukte 
nachgewiesen, gleichwohl ist eine eindeutige Charakterisierung der einzelnen Produkte aufgrund 
der Überlagerung von kleineren Produkten mit nominal gleicher Masse sehr schwer.  
 
Zusammenfassend enthält die folgende Tabelle 4.2 eine Übersicht über die drei, in dieser Arbeit 
untersuchten SNPs im CETP-Gen mit ihren m/z-Werten für die spezifischen Produkte und deren 
Multiplizitäten sowohl für die Wildtypen (mW/z) als auch für die Mutanten (mM/z). 
Hervorzuheben ist noch einmal die Tatsache, daß mit einer Reaktion die Detektion von mehreren 
SNPs möglich ist. In Amplikon Nr.5 werden SNP rs289716 und SNP rs289717 in der Reaktion 
forward-RNA und dCTP detektiert und unabhängig voneinander zur Bestimmung der 
Allelfrequenzen in einem Referenzpool eingesetzt (vgl. die Ausschnitte der Spektren in 
Abbildung 4.14B)). Obwohl die SNPs nur 12 nt auseinander liegen, entstehen unabhängige 
Reaktionsprodukte, die mit der MALDI-MS nachgewiesen werden.  
Tabelle 4.2: Übersicht der untersuchten SNPs mit m/z-Verhältnissen und Multiplizitäten der Produkte in 
Abhängigkeit des Genotyps  









Nr.5 RNA forward dCTP 2830 1 3159 1 329 rs289716 
(T/A) Nr.5 RNA reverse dTTP 4321 1 4296 1 25 
Nr.5 RNA forward dCTP 2308 1 2292 1 16 rs289717 
(G/A) Nr.5 RNA forward dTTP 2651 1 2635 2 16 
Nr.1 RNA forward dTTP 3292 1 3276 1 16 rs158477 
(G/A) Nr.1 RNA forward dCTP 2669 2 2653 2 16 
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Das untersuchte Massenfenster reicht von m/z = 2200 u bis 4350 u. Für SNP rs158477 und SNP 
rs289717 ergeben sich aufgrund der G/A-Mutationen Massendifferenzen ∆m = 16 u zwischen 
den Produkten des Wildtypen und der Mutante. Im Falle von SNP rs289716 in der dCTP-
Reaktion mit der forward-RNA entsteht aufgrund der T/A-Mutation ein neues Produkt, das sich 
jedoch nur um eine Base A von dem vorherigen Produkt unterscheidet (∆m = 329 u, vgl. das 
Spektrum in Abbildung 4.14B)). In der dTTP-Reaktion mit der reverse-RNA findet dagegen 
wiederum ein A/dT-Basenaustausch statt. Dies führt zu einer Massendifferenz ∆m von 25 u.  
 
Zusammenfassung: 
Die Sequenz bzw. der Abstand zwischen zwei RNase A-spezifischen Basen (C oder U) bestimmt 
die Größe der Produkte. Allgemein gilt, daß die höchste Masse im Spektrum und somit der 
Massenbereich nicht von der Gesamtlänge des Transkriptes, sondern nur von der Sequenz und 
den Reaktionsprodukten abhängig ist. Die in dieser Arbeit untersuchten Produkte bestehen aus 
7 nt bis 15 nt. Kleinere Produkte entstehen häufiger, aber sie werden gerade deshalb aufgrund 
der hohen Multiplizitäten vernachlässigt. Auf der anderen Seite ist die Wahrscheinlichkeit, daß 
zwei potentielle Spaltungsstellen mehr als 15 nt auseinander liegen und somit Produkte mit 
größeren m/z-Verhältnissen entstehen, sehr gering. Nicht jede der vier möglichen Reaktionen 
eignet sich als Nachweismethode von Mutationen, nämlich dann, wenn Multiplizitäten größer als 
zwei vorliegen. 
4.4.2 Quantitative Auswertung der MALDI-Spektren 
Nach der Bestimmung des Genotyps wurde die genomische DNA von einem Wildtyp und einer 
Mutante in verschiedenen Konzentrationsverhältnissen gemischt und als DNA-Referenzpool in 
der hMC-Methode eingesetzt. Zur Bestimmung der Allelfrequenz wurde dann experimentell aus 
dem Verhältnis der Peakflächen das Mengenverhältnis der Mutante im DNA-Referenzpool 
berechnet, da eine absolute Quantifizierung der Produkte mit MALDI-MS prinzipiell nicht 
möglich ist. In der quantitativen Auswertung der Spektren müssen jedoch einige Faktoren 
berücksichtigt werden: die PCR-Wichtung, die Multiplizität und die Detektions-
wahrscheinlichkeit der Produkte im MALDI-Prozeß. 
PCR-Wichtung 
Aus der Literatur ist bekannt, daß in der PCR unterschiedliche Amplifizierungen einzelner Allele 
auftreten, die sogenannte PCR-Wichtung Hel 02. Dies wird deutlich anhand eines Spektrums eines 
Heterozygoten, dessen Peakflächen unterhalb der entsprechenden m/z-Signale theoretisch gleich 
groß sein sollen. Wie in der Abbildung 4.14B) für SNP rs289717 dargestellt, werden jedoch 
Abweichungen von der idealen, theoretischen Flächenverteilung im Heterozygoten (orange) 
beobachtet. Die unterschiedlichen Flächen der m/z-Signale entstehen durch die verstärkte 
Amplifizierung einer der beiden Allele in der PCR. Die Amplifizierungsfaktoren werden hier als 
VW für das Wildtyp-Allel bzw. VM für das Mutant-Allel definiert.  




Bei der Inkubation von RNA mit RNase A entstehen in Abhängigkeit des Genotyps Produkte mit 
nominal gleichen Massen mW bzw. mM, aber unterschiedlicher Sequenz (vgl. Abbildung 4.15). 
Die Multiplizität MW ist definiert als die Anzahl der Produkte mit der Masse mW in einem 
Wildtyp-Allel und MM als die Anzahl der Produkte mM in einem Mutant-Allel. Gleichzeitig gilt 
für die Masse mW die Multiplizität M = MW-1 in einem Mutant-Allel bzw. für die Masse mM 
M = MM-1 in einem Wildtyp-Allel. 
Abbildung 4.15: Schematische Darstellung eines Wildtyp- und Mutant-Allels. Die Produkte mit der nominal 
gleichen Masse werden mit mW bzw. mM bezeichnet. Die Multiplizität für den Wildtyp-Allel 
ist hier gegeben als MW = 3 und für den Mutanten Allel als MM = 2. 
Die Bedeutung der Multiplizitäten wurde bereits im vorherigen Kapitel anhand der Spektren von 
Amplikon Nr.1 mit forward-RNA und der Reaktion dCTP (SNP rs158477) angesprochen (vgl. 
rechten Ausschnitt in der Abbildung 4.14A) und Tabelle 4.1). Mit Multiplizitäten M = 2 werden 
in den Experimenten Flächenverhältnisse der Mutante [AM/(AM+AW)] von 0,333 für 0 % Mutante 
bis 0,666 für 100 % Mutante im DNA-Referenzpool gemessen. Um nun aus den Flächen-
verhältnissen der m/z-Signale schließlich das Mengenverhältnis der Mutante im Referenzpool zu 
berechnen, werden die Multiplizitäten in den Gleichungen (Gl. 4.2) bis (Gl. 4.8) berücksichtigt. 
Detektionswahrscheinlichkeit im MALDI-Prozeß 
Die Ionisierungseffizienzen der Produkte im MALDI-Prozeß ist abhängig von der Sequenz (vgl. 
Kapitel 2.1.1). In der quantitativen Auswertung der hMC-Spektren wird die Detektionswahr-
scheinlichkeit der Produkte im MALDI-Prozeß mit C bzw. D für Wildtyp- bzw. Mutanten Allel 
definiert und in den (Gl. 4.2) und (Gl. 4.3) berücksichtigt. Kommt es jedoch nur zu einem 
Basenaustausch in den Produkten, so wird in diesem speziellen Fall angenommen, daß kein oder 
nur ein sehr geringer Einfluß auf die Ionisierungseffizienz der Produkte im MALDI-Prozeß 
besteht und die Detektionswahrscheinlichkeiten C und D gleich gesetzt werden können. Dies gilt 
in der vorliegenden Arbeit für alle Reaktionen mit Ausnahme von SNP rs289716 mit forward 
RNA und dCTP. Da sich aber hier die Produkte nur geringfügig, nämlich nur um eine Base 
unterscheiden, werden auch hierzu gleiche Detektionswahrscheinlichkeiten angenommen.  
 
Unter Berücksichtigung der genannten Faktoren ergeben sich daraus folgende Gleichungen zur 
Berechnung der Mengenverhältnisse im Referenzpool. In den hMC-Spektren setzt die Fläche A 
eines m/z-Signals aus der Anzahl der Kopien der Produkte in Abhängigkeit des Genotyps µ bzw. 
aus den Produkten der beiden Allele zusammen. Jedes Allel wird durch einen Term beschrieben, 
der aus dem Produkt der Multiplizität M, des variablen Amplifizierungsfaktors V und der Anzahl 




mM mW mW mW 
mM mW mW 
SNP 
MW = 3 
MM = 2  
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(Gl. 4.2) WWMMWWWW CAMNVMNV =−⋅+⋅⋅= )1(µ  
(Gl. 4.3) MMMMMWWM DAMNVMNV =⋅+−⋅= )1(µ  
mit µ  Anzahl der Kopien der Produkte der Masse mW oder mM nach der 
hMC-Reaktion in Abhängigkeit des Genotyps (µW bzw. µM) 
 NW, NM Anzahl der Moleküle vor der PCR 
 VWNW, VMNM Anzahl der Moleküle nach der PCR 
 VW Amplifizierungsfaktor für das Wildtyp-Allel 
 VM Amplifizierungsfaktor für das Mutanten-Allel  
 MW Anzahl der Produkte mit nominal gleichen mW/z im Wildtyp-Allel 
 MM Anzahl der Produkte mit nominal gleichen mM/z im Mutanten-Allel 
 C Detektionswahrscheinlichkeit der Produkte mit mW/z 
 D Detektionswahrscheinlichkeit der Produkte mit mM/z 
 A Fläche des m/z-Signals  
 






























































































Daraus folgt für die Berechnung des Mengenverhältnisses der Mutante bzw. des Wildtyps im 
DNA-Pool: 
1. Bestimme sWV  und sMV  mit heterozygoten Individuen mit (Gl. 4.4) und (Gl. 4.5). 
2. Bestimme die PCR-Wichtung Faktor mit sWV  und sMV  und (Gl. 4.6). 





+ mit (Gl. 4.7) und (Gl. 4.8). 
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Zur Bestimmung der Amplifizierungsfaktoren V und der PCR-Wichtung werden heterozygote 
Individuen untersucht, da hier die Anzahl der Moleküle bzw. Allele vor der PCR gleich ist 
(NW = NM = N). Dazu wurden die manuell aufgenommenen Spektren von vier heteroyzgoten 
Individuen pro hMC-Reaktion mit der Software MassARRAY Typer Recall analysiert. Diese 
Software ist zur Berechnung der Flächen und des Verhältnisses der beiden Allele im hME-
Verfahren entwickelt worden, kann jedoch auch zur Flächenbestimmung im hMC-Verfahren 
verwendet werden. Es wurde der Mittelwert aus den Flächenverhältnissen der zwei Allele von 
vier heterozygoten Individuen bestimmt und die Amplifizierungsfaktoren VW und VM mit (Gl. 
4.4) und (Gl. 4.5) sowie anschließend der Wichtung mit (Gl. 4.6) berechnet 4. In der Tabelle 4.3 
werden die theoretischen und die gemessenen Flächenverhältnisse der SNPs, die 
Amplifizierungsfaktoren V und die PCR-Wichtung zusammengefaßt.  
Tabelle 4.3: Bestimmung der Amplifizierungsfaktoren VW und VM und die PCR-Wichtung für die 




























for dCTP 0,500 1/1 4 0,452 0,028 0,548 0,452 0,548 rs289716 
(T/A) rev dTTP 0,500 1/1 4 0,475 0,031 0,525 0,475 0,525 
for dCTP 0,500 1/1 4 0,548 0,028 0,452 0,548 0,452 rs289717 
(G/A) for dTTP 0,666 1/2 4 0,706 0,022 0,298 0,202 0,596 
for dTTP 0,500 1/1 4 0,296 0,018 0,704 0,296 0,704 rs158477 
(G/A) for dCTP 0,500 2/2 4 0,487 0,047 0,180 0,154 0,539 
 
Mit Hilfe der Gleichungen (Gl. 4.7) bzw. (Gl. 4.8) ist es nun möglich, aus den gemessenen 
Flächenverhältnissen der Mutante im DNA-Referenzpool [ĀM/(ĀM+ĀW)] die Anzahl der 
Moleküle nach der PCR in Abhängigkeit des Genotyps und somit das Mengenverhältnis 
[NM/(NM+NW)] zu berechnen. Die Berücksichtigung der Multiplizitäten größer als eins bewirkt 
eine Streckung. Die PCR-Wichtung verschiebt die Datenpunkte um den Verstärkungsfaktor 
zugunsten der Mutante nach oben oder zugunsten des Wildtypen nach unten. Die korrigierten 
Mengenverhältnisse der Mutante im DNA-Referenzpool [NM/(NM+NW)] werden von Tabelle 4.9 
bis Tabelle 4.7 in Kapitel 4.4.4 aufgeführt.  
4.4.3 Erstellen und Messen der DNA-Referenzpools  
Um die Anwendbarkeit des hMC-Verfahrens zur Bestimmung von Allelfrequenzen in DNA-
Pools hinsichtlich der Reproduzierbarkeit und Genauigkeit zu überprüfen, wird zunächst ein 
DNA-Referenzpool aus einem Wildtyp und einer Mutante in unterschiedlichen Konzentrations-
verhältnissen (0%, 5%, 10%, 20%, 40%, 50%, 60%, 80%, 90%, 95% und 100% Mutante) 
hergestellt. Es werden fünf hMC-Reaktionen pro SNP (vgl. Tabelle 4.2) wiederholt. Die 
Ergebnisse der gelelektrophoretischen Trennung nach der PCR und in vitro-Transkription 
werden in der Abbildung 4.16 dargestellt.  
                                                 
4 Nach den Regeln der Statistik führt die Berechnung der PCR-Wichtung für jeden einzelnen Heterozygoten im 
ersten Schritt und anschließend die Mittelwertbildung zu anderen Ergebnissen. Allerdings sind die Abweichungen 
sehr gering, so daß diese Vorgehensweise hier nicht berücksichtigt wird. 








































































































Abbildung 4.16: Nachweis der Reaktionsprodukte auf einem nativen 1,5 % Agarosegel (w/v) 
10 % der PCR-Produkte Amplikon 5 forward vor (links) und nach der in vitro-
Transkription mit dCTP (rechts) von einem Referenzpool 
Es wurden jeweils 10 % der PCR-Produkte aufgetragen, wobei die PCR-Produkte nach der 
in vitro-Transkription aufgrund der starken RNA-Banden nicht mehr nachgewiesen werden 
(rechts). Anhand der Gelelektrophorese ist keine unterschiedliche Amplifizierung aufgrund 
verschiedener Genotypen zu erkennen. Die schwächere Bande von Wildtyp zu Mutante in einem 
Konzentrationsverhältnis von 60:40 in der in vitro-Transkription ist auf einen Pipetierfehler bei 
der Auftragung auf das Gel zurückzuführen. In den äußeren rechten Spuren wurde die Negativ-
Kontrolle von der Mutante und vom Wildtyp aufgetragen. Die Negativ-Kontrollen werden nicht 
mit RNase A inkubiert, aber massenspektrometrisch analysiert.  
Manuelle Aufnahme und Auswertung mit BrukerDataAnalysis oder MassARRAY Typer 
Recall 
Die manuell aufgenommen MALDI-Spektren wurden mit der Software BrukerDataAnalysis oder 
mit MassARRAY Typer Recall analysiert. Exemplarisch werden in der Abbildung 4.17 
Ausschnitte aus den manuell aufgenommen Spektren von einem Wildtypen und einer Mutante 
für den SNP rs158477 mit der Reaktion forward RNA und dCTP (links) und dTTP (rechts) 
gezeigt. Generell werden in den Massenspektren im Gegensatz zum automatisierten 
Aufnahmemodus wesentlich höhere Intensitäten der m/z-Signale bei gleicher Aufsummierung an 
Spektren beobachtet (vgl. Abbildung 4.18). Aufgrund der hohen Multiplizitäten wurde die 
manuelle Auswertung mit BrukerDataAnalysis für SNP rs158477 mit der Reaktion forward 
RNA und dCTP und SNP rs289717 mit der Reaktion forward RNA und dTTP nicht 
durchgeführt.  
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Amplikon Nr. 1 for SNP 
rs158477 (G/A): dTTP
 
Abbildung 4.17: Manuell aufgenommene MALDI-Massenspektren von Wildtypen (oben) und Mutante 
(unten) für den SNP rs158477 im Amplikon Nr.1 forward mit dCTP (links) bzw. mit dTTP 
(rechts) in MassARRAY Typer Recall 
Automatisierte Aufnahme und Auswertung mit MassARRAY Typer RT 
Nach der manuellen Aufnahme erfolgt die MALDI-Analyse der Produkte mit dem selben 
SpectroChip und den instrumentellen Parameter im automatischen Modus und die Auswertung in 
Echtzeit mit MassARRAY Typer RT, um so einen direkten Vergleich der beiden Vorgehens-
weisen zu ermöglichen. In der Abbildung 4.18 sind exemplarisch Ausschnitte aus den 
Massenspektren von SNP rs289717 im Amplikon Nr.5 dargestellt. Die Produkte der Reaktion 
RNA forward sowohl mit der Reaktion dCTP (links) als auch mit dTTP (rechts) charakterisieren 
den entsprechenden Genotyp. Die Angaben der Intensitäten sind Absolutwerte und sind ungefähr 
um einen Faktor 30 kleiner als im manuellen Aufnahmemodus, denn um ein möglichst schnelles 
automatisiertes Aufnahmeverfahren zu erhalten, werden Spektren mit insgesamt niedrigerem 






















































Abbildung 4.18: Im automatisierten Aufnahmemodus gemessene MALDI-Massenspektren von Wildtypen 
(oben) und Mutante (unten) für den SNP rs289717 im Amplikon Nr.5 forward mit dCTP 
(links) bzw. mit dTTP (rechts) in MassARRAY Typer RT 
4.4.4 Bestimmung der Allelfrequenzen mit der hMC-Methode 
Wie bereits erwähnt, können aufgrund der Intensitätsschwankungen von Schuß-zu-Schuß 
verschiedene Spektren innerhalb einer Reaktion nicht miteinander verglichen werden, sondern 
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nur jeweils die Verhältnisse der m/z-Signale in einem MALDI-Spektrum. Für die 
entsprechenden Genotypen wurde die Fläche der m/z-Signale in den Spektren, die im manuellen 
und anschließend im automatischen Modus aufgenommen worden sind, mit drei verschiedenen 
Rechnerprogrammen bestimmt (vgl. Kapitel 3.3.4). Anschließend läßt sich so aus den 
gemessenen, gemittelten Flächenverhältnissen [ĀM/(ĀM+ĀW)] mit den Gleichungen (Gl. 4.7) und 
(Gl. 4.8) aus Kapitel 4.4.2 das Mengenverhältnis der Mutante im DNA-Referenzpool 
[NM/(NM+NW)] berechnen. Dabei wird zunächst der SNP rs289716 mit M = 1 untersucht. 
Anschließend werden die SNPs mit aufsteigenden Multiplizitäten untersucht, um festzustellen, 
inwiefern die Allelfrequenzbestimmung trotz der Korrektur von der Multiplizität beeinflußt wird. 
 
Die Ergebnisse für die gemessenen Flächenverhältnisse [ĀM/(ĀM+ĀW)] und für die berechneten 
Mengenverhältnisse [NM/(NM+NW)] werden in tabellarischer und graphischer Form dargestellt. 
Zur besseren Übersicht werden die experimentellen Datenpunkte durch eine Hilfslinie 
verbunden. Die Flächenverhältnisse [ĀM/(ĀM+ĀW)] werden in Abhängigkeit von der verwendeten 
Software in hellrot (BrukerDataAnalysis), hellblau (MassARRAY Typer Recall) und hellgrün 
(MassARRAY Typer RT) dargestellt, während die korrigierten Mengenverhältnisse 
[NM/(NM+NW)] in rot (BrukerDataAnalysis), blau (MassARRAY Typer Recall) und grün 
(MassARRAY Typer RT) gegen die theoretischen Mengenverhältnisse [NM/(NM+NW)] (grau 
gestrichelt) aufgetragen wurden5. Zur Auswertung der unkorrigierten Werte bei Multiplizitäten 
größer als eins wird in den Graphen rechts eine zweite Ordinatenskala (braun) eingezeichnet.  
SNP rs289716 (T/A): Reaktion mit forward-RNA und dCTP  
Tabelle 4.4: Bestimmung der Allelfrequenz von SNP rs289716 forward-RNA dCTP mit den Gleichungen (Gl. 
4.7) und (Gl. 4.8) unter Berücksichtigung der Multiplizitäten MW = 1 und MM = 1 sowie den 
Amplifizierungsfaktoren VW = 0,548 und VM = 0,452 


























0:100 0,000 0,025 0,057 0,031 0,041 0,013 0,049 0,033 0,016 0,040 
5:95 0,050 0,120 0,057 0,141 0,077 0,036 0,092 0,069 0,017 0,083 
10:90 0,100 0,164 0,064 0,191 0,107 0,027 0,127 0,110 0,026 0,130 
20:80 0,200 0,155 0,043 0,182 0,151 0,030 0,177 0,163 0,016 0,190 
40:60 0,400 0,401 0,100 0,448 0,389 0,080 0,435 0,365 0,039 0,410 
50:50 0,500 0,418 0,040 0,465 0,475 0,064 0,522 0,461 0,075 0,509 
60:40 0,600 0,596 0,048 0,641 0,588 0,025 0,634 0,608 0,036 0,652 
80:20 0,800 0,717 0,040 0,754 0,723 0,034 0,759 0,728 0,041 0,764 
90:10 0,900 0,811 0,056 0,838 0,829 0,036 0,854 0,811 0,028 0,839 
95:5 0,950 0,868 0,016 0,888 0,883 0,020 0,902 0,872 0,039 0,892 
100:0 1,000 0,985 0,034 0,987 0,935 0,011 0,946 0,940 0,010 0,950 
                                                 
5 Korrekt wäre die Darstellung in einem zweiten Achsensystem, in dem die gemessenen [ĀM/(ĀM+ĀW)] gegen die 
theoretischen Flächenverhältnisse [AM/(AM+AW)] aufgetragen werden. Bei Multiplizitäten M = 1 wird jedoch zur 
besseren Übersicht nur ein Achsensystem verwendet. 
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Abbildung 4.19: Allelfrequenzbestimmung der Mutante im DNA-Referenzpool von SNP rs289716 forward-
RNA und dCTP mit den Multiplizitäten MW = 1 und MM = 1 und Amplifizierungsfaktoren 
VW = 0,548 und VM = 0,452 
 
SNP rs289716 (T/A): Reaktion mit reverse-RNA und dTTP  
Tabelle 4.5: Bestimmung der Allelfrequenz von SNP rs289716 reverse-RNA dTTP mit den Gleichungen (Gl. 
4.7) und (Gl. 4.8) unter Berücksichtigung der Multiplizitäten MW = 1 und MM = 1 sowie den 
Amplifizierungsfaktoren VW = 0,525 und VM = 0,475 


























0:100 0,000 0,000 0,000 0,000 0,011 0,002 0,012 0,037 0,020 0,040 
5:95 0,050 0,022 0,044 0,024 0,047 0,040 0,052 0,062 0,023 0,068 
10:90 0,100 0,083 0,117 0,090 0,075 0,027 0,082 0,134 0,100 0,146 
20:80 0,200 0,216 0,114 0,233 0,164 0,069 0,178 0,163 0,043 0,177 
40:60 0,400 0,278 0,153 0,298 0,368 0,035 0,391 0,431 -* 0,456 
50:50 0,500 0,417 -* 0,441 0,476 0,024 0,500 0,463 -* 0,487 
60:40 0,600 0,584 0,052 0,607 0,563 0,047 0,587 0,588 0,046 0,611 
80:20 0,800 0,705 0,038 0,725 0,717 0,042 0,737 0,714 0,058 0,734 
90:10 0,900 0,854 0,078 0,866 0,807 0,027 0,822 0,799 0,038 0,814 
95:5 0,950 0,883 0,028 0,893 0,886 0,022 0,896 0,876 0,054 0,887 
100:0 1,000 0,910 0,137 0,917 0,892 0,020 0,901 0,899 0,051 0,908 
*: Es kann keine Standardabweichung aufgrund fehlender Daten ermittelt werden 
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Abbildung 4.20: Allelfrequenzbestimmung der Mutante im DNA-Referenzpool von SNP rs289716 reverse-
RNA und dTTP mit den Multiplizitäten MW = 1 und MM = 1 und Amplifizierungsfaktoren 
VW = 0,525 und VM = 0,452 
In der Abbildung 4.19 und Tabelle 4.4 werden die Ergebnisse für SNP rs289716 mit der 
Reaktion forward-RNA und dCTP dargestellt. In dieser Reaktion unterscheiden sich die 
Produkte der beiden Genotypen um eine Base (∆m = 329 u). Die Flächenverhältnisse und die 
korrigierten Mengenverhältnisse der Mutante im DNA-Referenzpool für SNP rs289716 mit der 
Reaktion reverse-RNA und dTTP werden in Tabelle 4.5 und Abbildung 4.20 dargestellt. Die 
Produkte der beiden Genotypen unterscheiden sich dagegen nur durch ein A/dT-Basenaustausch. 
Dies führt zu einer Massendifferenz von 25 u. 
 
Insgesamt stimmt der Verlauf der Graphen mit den theoretischen Werten annähernd überein. Die 
Ergebnisse bestätigen die Annahme aus Kapitel 4.4.2, daß ein Basenaustausch und ein einziger 
Basenunterschied keinen Einfluß in den Desorptions- und Ionisationseigenschaften der Produkte 
hat. Für SNP rs289716 wurde hier im Referenzpool wie auch bei den heterozygoten Individuen 
nur eine geringe PCR-Wichtung beobachtet. Einige korrigierte Allelfrequenzen werden jedoch 
außerhalb der Fehlergrenzen beobachtet. Gleichzeitig werden keine prägnanten Unterschiede in 
den Ergebnissen festgestellt, die aus den manuellen und automatisch aufgenommenen Spektren 
erzielt worden sind. Allerdings führt die Varianz in den Ergebnissen der manuell 
aufgenommenen und auch manuell ausgewerteten Spektren (BrukerDataAnalysis in rot) zu den 
größten Standardabweichungen und weist somit die geringste Reproduzierbarkeit auf. Aufgrund 
fehlender Daten konnten einige Standardabweichungen nicht berechnet werden. Die Ursachen 
liegen zum einen in den molekularbiologischen Reaktionen (Pipettierfehler), aber auch zum 
anderen in der nachfolgenden Probenpräparation für die MALDI-MS. Jede Reaktion ist nur 
einmal auf den SpectroChip dispensiert worden. Da aber Schwierigkeiten in der Rekristallisation 
der Matrix auftreten können, sollte die Anzahl der Präparation im Hochdurchsatz mit einem 
Nano-Dispenser erhöht werden, um eine ausreichende Anzahl an Datenpunkten zu bekommen. 
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SNP rs289717 (G/A): Reaktion mit forward-RNA und dCTP 
Tabelle 4.6: Bestimmung der Allelfrequenz von SNP rs289717 forward-RNA dCTP mit den Gleichungen (Gl. 
4.7) und (Gl. 4.8) unter Berücksichtigung der Multiplizitäten MW = 1 und MM = 1 sowie den 
Amplifizierungsfaktoren VW = 0,548 und VM = 0,452 


























0:100 0,000 0,000 0,000 0,000 0,049 0,019 0,041 0,077 0,018 0,064 
5:95 0,050 0,120 0,057 0,101 0,270 0,031 0,234 0,132 0,058 0,111 
10:90 0,100 0,198 0,050 0,170 0,154 0,058 0,131 0,143 0,059 0,121 
20:80 0,200 0,283 0,066 0,246 0,231 0,043 0,199 0,243 0,036 0,209 
40:60 0,400 0,415 0,071 0,369 0,403 0,049 0,358 0,423 0,051 0,377 
50:50 0,500 0,482 0,052 0,435 0,503 0,067 0,455 0,532 0,064 0,484 
60:40 0,600 0,586 0,055 0,540 0,584 0,060 0,537 0,609 0,043 0,563 
80:20 0,800 0,726 0,032 0,687 0,777 0,063 0,742 0,831 0,034 0,803 
90:10 0,900 0,850 0,044 0,824 0,910 0,022 0,893 0,886 0,040 0,865 
95:5 0,950 0,885 0,074 0,865 0,892 0,023 0,872 0,894 0,035 0,875 
100:0 1,000 0,966 0,068 0,959 0,926 0,110 0,912 0,956 0,019 0,948 

















theor. Nm/(Nm+Nw) Nm/(Nm+Nw) TYPER Recall Nm/(Nm+Nw) TYPER RT
Nm/(Nm+Nw) BrukerDataA Am/(Am+Aw) TYPER Recall Am/(Am+Aw) TYPER RT
Am/(Am+Aw) BrukerDataA
 
Abbildung 4.21: Allelfrequenzbestimmung der Mutante im DNA-Referenzpool von SNP rs289717 forward-
RNA und dCTP mit den Multiplizitäten MW = 1 und MM = 1 und Amplifizierungsfaktoren 
VW = 0,548 und VM = 0,452 
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SNP rs289717: Reaktion mit forward-RNA und dTTP 
Tabelle 4.7: Bestimmung der Allelfrequenz von SNP rs289716 forward-RNA dTTP mit den Gleichungen (Gl. 
4.7) und (Gl. 4.8) unter Berücksichtigung der Multiplizitäten MW = 1 und MM = 2 sowie den 
Amplifizierungsfaktoren VW = 0,298 und VM = 0,202 


























0:100 0,000 0,500 0,525 0,024 0,072 0,508 0,023 0,025 
5:95 0,050 0,525 0,493 0,038 -0,020 0,532 0,028 0,092 
10:90 0,100 0,550 0,577 0,092 0,212 0,575 0,026 0,205 
20:80 0,200 0,600 0,573 0,018 0,201 0,572 0,012 0,200 
40:60 0,400 0,700 0,672 0,015 0,436 0,663 0,036 0,417 
50:50 0,500 0,750 0,709 0,032 0,515 0,712 0,042 0,521 
60:40 0,600 0,800 0,759 0,021 0,614 0,749 0,049 0,594 
80:20 0,800 0,900 0,869 0,015 0,806 0,872 0,016 0,811 
90:10 0,900 0,950 0,890 0,009 0,840 0,900 0,042 0,855 
95:5 0,950 0,975 0,896 0,014 0,848 0,933 0,009 0,906 
100:0 1,000 1,000 0,935 0,022 0,907 0,971 0,015 0,960 


































theor. Nm/(Nm+Nw) Nm/(Nm+Nw) TYPER Recall Nm/(Nm+Nw) TYPER RT
theor. Am/(Am+Aw) Am/(Am+Aw) TYPER Recall Am/(Am+Aw) TYPER RT  
Abbildung 4.22: Allelfrequenzbestimmung der Mutante im DNA-Referenzpool von SNP rs289717 forward-
RNA und dTTP mit den Multiplizitäten MW = 1 und MM = 2 und Amplifizierungsfaktoren 
VW = 0,298 und VM = 0,202 
In Tabelle 4.6 und in Abbildung 4.21 werden zuerst die Ergebnisse zur Allelfrequenz-
bestimmung von SNP rs289717 mit der Reaktion forward-RNA und dCTP sowie M = 1 
zusammengefaßt. Anschließend werden in der Abbildung 4.22 und Tabelle 4.7 die Ergebnisse 
der Allelfrequenzbestimmung für die gleiche Mutation, jedoch mit der Reaktion forward-RNA 
und dTTP präsentiert. Die Multiplizitäten sind hier MW = 1 im Wildtyp-Allel und MM = 2 im 
Mutant-Allel (vgl. die Spektren in der Abbildung 4.18). Durch den direkten Vergleich der 
experimentellen Daten mit den berechneten Mengenverhältnissen wird sehr schnell deutlich, daß 
eine Korrektur der beiden Faktoren, der Multiplizität und der PCR-Wichtung, mit den 
Gleichungen (Gl. 4.7) und (Gl. 4.8) zwingend erforderlich ist. Die Berücksichtigung der 
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Multiplizitäten führt zu einer Streckung, während die PCR-Wichtung durch die Verschiebung 
der Graphen in Richtung der theoretischen Werte ausgeglichen wird.  
 
Allgemein gilt für SNP rs289717, daß die besten Ergebnisse im automatisierten Aufnahme-
modus mit der Echtzeit-Auswertung (Software MassARRAY Typer RT (grün)) erzielt wurden. Im 
Bereich von 10 % bis 90 % stimmen die berechneten Verhältnisse der Mutante im DNA-
Referenzpool, unabhängig von der Multiplizität, innerhalb der Fehlergrenzen mit den 
theoretischen Werten überein. Die letzten vier Reaktionen an zwei verschiedenen SNPs zeigen 
deutlich, daß sich die hMC-Methode zur Bestimmung von Allelfrequenzen eignet.  
SNP rs158477: Reaktion mit forward-RNA und dTTP 
Tabelle 4.8: Bestimmung der Allelfrequenz von SNP rs158477 forward-RNA dTTP mit den Gleichungen (Gl. 
4.7) und (Gl. 4.8) unter Berücksichtigung der Multiplizitäten MW = 1 und MM = 1 sowie den 
Amplifizierungsfaktoren VW = 0,704 und VM = 0,296 


























0:100 0,000 0,000 0,000 0,000 0,058 0,024 0,123 0,074 0,016 0,154 
5:95 0,050 0,091 0,012 0,185 0,123 0,109 0,241 0,117 0,084 0,231 
10:90 0,100 0,104 0,022 0,208 0,215 0,121 0,384 0,176 0,121 0,327 
20:80 0,200 0,224 0,087 0,396 0,182 0,055 0,336 0,185 0,062 0,341 
40:60 0,400 0,328 0,030 0,526 0,286 0,020 0,477 0,292 0,012 0,484 
50:50 0,500 0,357 0,101 0,558 0,370 0,086 0,572 0,372 0,083 0,574 
60:40 0,600 0,400 0,116 0,603 0,414 0,065 0,616 0,375 0,026 0,577 
80:20 0,800 0,413 0,056 0,615 0,501 0,010 0,695 0,399 0,029 0,602 
90:10 0,900 0,561 0,049 0,744 0,530 0,041 0,719 0,502 0,059 0,696 
95:5 0,950 0,609 0,072 0,780 0,577 0,057 0,756 0,617 0,021 0,785 
100:0 1,000 0,907 0,134 0,957 0,899 0,040 0,953 0,939 0,018 0,967 

















theor. Nm/(Nm+Nw) Nm/(Nm+Nw) TYPER Recall Nm/(Nm+Nw) TYPER RT
Nm/(Nm+Nw) BrukerDataA Am/(Am+Aw) TYPER Recall Am/(Am+Aw) TYPER RT
Am/(Am+Aw) BrukerDataA
 
Abbildung 4.23: Allelfrequenzbestimmung der Mutante im DNA-Referenzpool von SNP rs158477 forward-
RNA und dTTP mit den Multiplizitäten MW = 1 und MM = 1 und Amplifizierungsfaktoren 
VW = 0,704 und VM = 0,296 
ERGEBNISSE & DISKUSSION 
 
 96 
SNP rs158477: Reaktion mit forward-RNA und dCTP 
Tabelle 4.9: Bestimmung der Allelfrequenz von SNP rs158477 mit der Reaktion forward-RNA und dCTP mit 
den Gleichungen (Gl. 4.7) und (Gl. 4.8) unter Berücksichtigung der Multiplizitäten MW = 2 und 
MM = 2 und Amplifizierungsfaktoren VW = 0,180 and VM = 0,154 


























0:100 0,000 0,333 0,362 0,033 0,099 0,385 0,019 0,175 
5:95 0,050 0,350 0,277 0,102 -0,202 0,384 0,044 0,174 
10:90 0,100 0,366 0,391 0,044 0,198 0,397 0,035 0,217 
20:80 0,200 0,400 0,401 0,024 0,230 0,424 0,016 0,303 
40:60 0,400 0,466 0,524 0,149 0,610 0,400 0,027 0,225 
50:50 0,500 0,500 0,482 0,086 0,486 0,539 0,044 0,653 
60:40 0,600 0,533 0,479 0,064 0,476 0,522 0,017 0,605 
80:20 0,800 0,599 0,501 0,026 0,543 0,512 0,020 0,576 
90:10 0,900 0,633 0,555 0,037 0,700 0,598 0,076 0,819 
95:5 0,950 0,649 0,600 0,027 0,825 0,635 0,024 0,919 
100:0 1,000 0,666 0,721 0,040 1,135 0,728 0,031 1,154 



































theor. Nm/(Nm+Nw) Nm/(Nm+Nw) TYPER Recall Nm/(Nm+Nw) TYPER RT
theor. Am/(Am+Aw) Am/(Am+Aw) TYPER Recall Am/(Am+Aw) TYPER RT  
Abbildung 4.24: Allelfrequenzbestimmung  der Mutante im DNA-Referenzpool von SNP rs158477 mit 
Reaktion forward-RNA und dCTP mit den Multiplizitäten MW = 2 und MM = 2 und 
Amplifizierungsfaktoren VW = 0,180 und VM = 0,154 
In der Abbildung 4.23 und in der Tabelle 4.8 werden die Flächenverhältnisse [ĀM/(ĀM+ĀW)] und 
die korrigierten Mengenverhältnisse der Mutante im DNA-Referenzpool [NM/(NM+NW)] für SNP 
rs158477 mit forward-RNA und dTTP dargestellt. In dieser Reaktion gilt für die Multiplizitäten 
M = 1. In der darauf folgenden Abbildung 4.24 und Tabelle 4.9 werden die Ergebnisse für SNP 
rs158477 mit den Multiplizitäten M = 2 (forward-RNA und dCTP) gezeigt. In beiden Reaktionen 
findet lediglich ein G/A-Basenaustausch statt, so daß eine Massendifferenz von 16 u in den 
Produkten entsteht.  
 
In beiden Reaktionen kann unabhängig von der Multiplizität keine befriedigende Überein-
stimmung der experimentellen und berechneten Ergebnisse mit den theoretischen Flächen- und 
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Mengenverhältnissen festgestellt werden. Die Berücksichtigung der PCR-Wichtung und der 
Multiplizitäten (MW = 2 und MM = 2) durch die Gleichungen (Gl. 4.7)und (Gl. 4.8) bewirkt nur 
eine geringfügige Korrektur. In beiden Reaktionen wurde im Bereich von 0,000 bis 0,500 ein 
erhöhter Anteil bzw. ab 0,500 bis 1,000 ein zu geringer Anteil der Mutante im DNA-
Referenzpool nachgewiesen. Dabei wurden keine prägnanten Unterschiede im manuellen und 
automatisierten Aufnahmemodus, mit Ausnahme eines Datenpunktes, für die gemessenen 
Flächenverhältnisse [ĀM/(ĀM+ĀW)] und die berechneten Mengenverhältnisse [NM/(NM+NW)] 
beobachtet. Die größten Standardabweichungen und damit geringste Reproduzierbarkeit weist 
wiederum die Auswertung mit der Software BrukerDataAnalysis der manuell aufgenommen 
Spektren auf.  
In der Reaktion SNP rs158477 mit forward RNA und dCTP wurden aufgrund der hohen 
Multiplizitäten, aber auch vor allem wegen der großen Unterscheide zwischen den gemessenen 
und den theoretischen Flächenverhältnissen [AM/(AM+AW)] mit den Gleichungen (Gl. 4.7) und 




Die hMC-Methode eignet sich im Prinzip zur Bestimmung der Allelfrequenz in einem DNA-
Pool. Aus den gemessenen Flächenverhältnissen der Produkte konnte unabhängig von der 
Reaktion unter Berücksichtigung der PCR-Wichtung und der Multiplizitäten mit (Gl. 4.7) und 
(Gl. 4.8) aus Kapitel 4.4.2 das Mengenverhältnis für SNP rs289716 und SNP rs289717 bestimmt 
werden. Die Bestimmung der Mutante im DNA-Referenzpool von SNP rs158477 gelang unter 
diesen Bedingungen mit beiden Reaktionen nicht. Die genauen Ursachen konnten bislang nicht 
bestimmt werden. Jedoch kann eindeutig die hohe Multiplizität als Ursache aufgrund der 
Übereinstimmung in den Ergebnissen in den beiden Reaktionen ausgeschlossen werden. Daraus 
folgt, daß für die Allelfrequenzbestimmung in einem DNA-Pool mit der hMC-Methode der zu 
untersuchende SNP vorher mit einem künstlichen DNA-Referenzpool getestet werden sollte. 
 
Allgemein gilt, daß die Peakflächen für kleine Mengenverhältnisse zu groß ermittelt worden 
sind: das Rauschen im Spektrum führt bei kleineren Flächen zu größeren Abweichungen. Dies 
führt dazu, daß die Minoritäten Allelfrequenz bis zu 10 % mit der hMC-Methode nachgewiesen 
werden kann. Gleichzeitig wurden in Abhängigkeit des Genotyps keine Verschiedenheiten in 
den Detektionswahrscheinlickeiten der Produkte festgestellt. Allgemein sind keine Unterschiede 
in der Auswertung bezüglich des Massenbereiches von m/z = 2290 u bis 4321 u aufgetreten. Um 
jedoch hohe Multiplizitäten zu vermeiden, sollten Produkte mit möglichst großen m/z-Werten 
gewählt werden. Denn je höher die Multiplizitäten, desto schwieriger wird die eindeutige 
Charakterisierung der Produkte und die Auswertung der Peakflächen.  
 
Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse ist abhängig vom Aufnahmemodus in der MALDI-MS 
und von der Auswertung der Spektren: die größten Standardabweichungen wurden mit der 
manuellen Aufnahme der MALDI-Spektren und vor allem mit der manuellen Auswertung durch 
BrukerDataAnalysis beobachtet, die zur Berechnung der Flächen mit den Intensitäten und der 
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Breite der m/z-Signale ohne vorherige Glättung der Spektren von einer idealen Form des Signals 
ausgeht.  
 
Insgesamt wurden die besten Ergebnisse mit den geringsten Standardabweichungen im 
automatisierten Aufnahmemodus und der Auswertung in Echtzeit mit MassARRAY Typer RT 
erzielt. Jedoch sind mehr Datenpunkte erforderlich, um innerhalb der Fehlergrenzen mit den 
theoretischen Werten übereinzustimmen. Dies kann durch Mehrfachauftragung der Produkte auf 
einen SpectroChip einfach und schnell in einem automatisierten Verfahren umgesetzt werden.  
4.4.5 Vergleiche mit der hME-Methode 
Die bisherigen Ergebnisse zur Allelfrequenzbestimmung wurden auch mit denjenigen des 
homogenen MassEXTEND-Verfahrens (homogenous MassEXTEND, hME) verglichen. Die 
hME-Methode basiert auf der allelspezifischen Nukleotid-Extension, deren Produkte 
anschließend in einem automatisierten Verfahren mit MALDI-MS analysiert und direkt mit 
MassARRAY Typer RT ausgewertet werden (vgl. Kapitel 2.6.4). Zur Allelfrequenzbestimmung 
wurden die gleichen DNA-Referenzpools in der hME-Reaktion wie in der hMC-Akquisition 
eingesetzt und nach dem in Kapitel 3.2.7 beschriebenen Verfahren durchgeführt. Anschließend 
wird aus dem Verhältnis der Peakflächen das Mengenverhältnis der Mutante im DNA-
Referenzpool berechnet. Die verwendeten Stop-Mixe (ddNTPs) sowie die allelspezifischen 
Primer, die komplementär entweder zum forward- oder reverse-DNA-Strang sind, sind in der 
Tabelle 4.10 aufgeführt. Diese basierten auf Ergebnisse aus einer CETP-Studie von Sequenom. 
Die m/z-Werte der Primer und der Extensionsprodukte sind in den letzten fünf Spalten zu finden. 
Die letzten drei Nukleotide der allelspezifischen Primer sind unterstrichen. Die weiteren 
Nukleotide wurden in der Nukleotid-Extension-Reaktion komplementär zur DNA-Sequenz 
eingebaut. Die Wahl des Stop-Mixes ist von der Mutation und der Sequenz abhängig.  
Tabelle 4.10: hME-Verfahren: Stop-Mix und allelspezifischen Primer und den erwarteten m/z-Signale in 
Abhängigkeit des Genotyps 
SNP Amplikon Nr. & Stop-Mix 
m/z der unver. 
Primer Genotyp & m/z-Signal [M+H]
+ 
Nr5 forward & CGT 5954,9 WT:...ATTT 6243,0 Mut:...ATTAC 6541,0 SNP rs289716 
(T/A) Nr. 5 forward & A 5954,9 WT:...ATTTCCCA 7423,0 Mut:...ATTA 6252,0 
SNP rs289717 
(G/A) Nr.5 reverse & ATG 5708,8 WT:...AGTCCCT 6864,5 Mut:...AGTCT 6286,2 
Nr.1 reverse & ATG 6019 WT:...CAGCCT 6885,5 Mut:...CAGCT 6596,3 SNP rs158477 
(G/A) Nr.1 reverse & T 6019 WT:...CAGCCT 6885,5 Mut:...CAGCT 6596,3 
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Quantitative Auswertung der hME-Spektren 
Auch in der quantitativen Auswertung der MALDI-Spektren müssen wie bereits in Kapitel 4.4.2 
angesprochen, verschiedene Faktoren berücksichtigt werden: die PCR-Wichtung, die Detektions-
wahrscheinlichkeit der Produkte im MALDI-Prozeß und die hME-Wichtung. Der Korrekturterm 
für die Multiplizitäten entfällt, da in der hME-Reaktion keine Extensionsprodukte mit nominal 
gleicher Masse entstehen. Die hME-Wichtung gleicht die unterschiedliche Aktivität der 
Polymerase in der Extensionsreaktion aus: je größer das Produkt, desto geringer ist die Aktivität 
des Enzyms.  
Zur Bestimmung der PCR-Wichtung, der Detektionswahrscheinlichkeit der Produkte in der 
MALDI und der hME-Wichtung müssen heterozygote Individuen mit der hME-Methode 
untersucht werden. Aufgrund fehlender hME-Daten von heterozygoten Individuen wurden 
jedoch zumindest für die Korrektur der PCR-Wichtung die Amplifizierungsfaktoren aus der 
Tabelle 4.3 angewendet, die für M = 1 bestimmt worden sind. Die Detektionswahrscheinlichkeit 
und die hME-Wichtung wurden in der folgenden Auswertung unter der Annahme vernachlässigt, 
daß diese Faktoren keinen Einfluß auf die Peakflächen der Produkte haben, die sich nur um ein 
Nukleotid unterscheiden (vgl. Abbildung 4.25).  
 
Die Ergebnisse der Flächenverhältnisse [ĀM/(ĀM+ĀW)] und der korrigierten Mengenverhältnisse 
[NM/(NM+NW)] werden in den nachfolgenden Tabellen und in den Abbildungen 
zusammengefaßt. Die verwendeten Amplifizierungsfaktoren VM und VW werden für jede hME-
Reaktion in den jeweiligen Tabellen mit angegeben. Einige Standardabweichungen konnten 
nicht berechnet werden, da nur zwei Experimente pro Reaktion durchgeführt wurden, die jeweils 
nur einmal dispensiert wurden.  
SNP rs289716 
Tabelle 4.11: Allelfrequenzbestimmung von SNP rs289716 mit hME: forward-Primer & CTG- und A-Stop-
Mix; Korrektur mit den Gleichungen (Gl. 4.7) und (Gl. 4.8) und den Amplifizierungsfaktoren 
VW = 0,537 and VM = 0,463 






















0:100 0,000 0,008 0,001 0,009 -** -* -** 
5:95 0,050 0,059 0,007 0,068 0,383 0,123 0,419 
10:90 0,100 0,07 0,004 0,080 0,411 0,134 0,447 
20:80 0,200 0,147 0,000 0,167 0,671 0,038 0,703 
40:60 0,400 0,322 0,001 0,355 0,779 0,03 0,803 
50:50 0,500 0,427 0,041 0,464 0,85 0,001 0,868 
60:40 0,600 0,518 0,004 0,555 0,832 0,039 0,852 
80:20 0,800 0,743 0,043 0,770 0,958 0,022 0,964 
90:10 0,900 0,803 0,034 0,825 0,978 -* 0,981 
95:5 0,950 0,935 * 0,943 0,99 0,002 0,991 
100:0 1,000 0,986 0,002 0,988 0,989 0,006 0,991 
*: Es kann keine Standardabweichung aufgrund fehlender Daten ermittelt werden 
**: keine Signale  



















Nm/(Nm+Nw) SNP rs289716 for CGT-Mix Nm/(Nm+Nw) SNP rs289716 for A-Mix
Am/(Am+Aw) SNP rs289716 for CGT-Mix Am/(Am+Aw) SNP rs289716 for A-Mix
theor. Nm/(Nm+Nw)
 
Abbildung 4.25: Allelfrequenzbestimmung einer Mutante (SNP rs289716) aus einem DNA-Referenzpool mit 
hME 
Die Ergebnisse der beiden hME-Reaktionen für SNP rs289716, dargestellt in der Tabelle 4.11 
und Abbildung 4.25, lassen sich wie folgt interpretieren: zunächst entstehen in der Reaktion mit 
dem Stop-Mix dd(CGT) Reaktionsprodukte, die sich nur um ein Nukleotid unterscheiden. Die 
experimentellen Daten für die Flächenverhältnisse der Mutante im DNA-Referenzpool 
[ĀM/(ĀM+ĀW)] weichen von den theoretischen Werten ab, jedoch stimmt zumindest der Verlauf 
des Graphen (gestrichelt grün). Nach der Korrektur durch die PCR-Wichtung verbessern sich die 
Mengenverhältnisse der Mutante in einem DNA-Pool [NM/(NM+NW)] (grün) geringfügig. 
 
Dagegen entstehen in der Reaktion mit dem Stop-Mix A zwei Produkte, die sich in der Länge 
um vier Nukleotide unterscheiden. Hier wird deutlich, daß bei solch großen Unterschieden in den 
Extensionsprodukten die hME-Wichtung und die Detektionswahrscheinlichkeiten im MALDI-
Prozeß nicht vernachlässigt werden darf. Dies sind die Ursachen für den erhöhten Anteil der 
m/z-Signale bei 6252 für die Produkte der Mutanten im Vergleich der m/z-Signale bei 7423 für 
die Extensionsprodukte der Wildtypen. 




Tabelle 4.12: Allelfrequenzbestimmung von SNP rs289717 mit hME: forward-Primer & ATG Stop-Mix; 
Korrektur mit den Gleichungen (Gl. 4.7) und (Gl. 4.8) und den Amplifizierungsfaktoren 
VW = 0,452 and VM = 0,548 














0:100 0,000 0,042 0,011 0,035 
5:95 0,050 0,105 0,052 0,088 
10:90 0,100 0,208 0,064 0,178 
20:80 0,200 0,311 0,072 0,271 
40:60 0,400 0,533 0,033 0,485 
50:50 0,500 0,625 0,026 0,579 
60:40 0,600 0,723 0,007 0,683 
80:20 0,800 0,830 * 0,801 
90:10 0,900 0,952 0,012 0,942 
95:5 0,950 0,931 0,030 0,918 
100:0 1,000 0,990 0,000 0,988 
















Nm/(Nm+Nw) SNP rs289717 rev ATG-Mix theor. Nm/(Nm+Nw)
Am/(Am+Aw) SNP rs289717 rev ATG-Mix  
Abbildung 4.26: Allelfrequenzbestimmung einer Mutante (SNP rs289717) in einem DNA-Referenzpool mit 
hME 
Die hME-Ergebnisse in Tabelle 4.12 und Abbildung 4.26 für SNP rs289717 entsprechen 
aufgrund einer systematischen Abweichung nicht den erwarteten Werten. Die Korrektur für die 
PCR-Wichtung reicht nicht aus, um innerhalb der Fehlergrenzen mit dem Mengenverhältnis der 
Mutante in einem DNA-Pool [NM/(NM+NW)] übereinzustimmen. In der Reaktion mit dem Stop-
Mix dd(ATG) entstehen zwei Extensionsprodukte, die sich um zwei Nukleotide in der Länge 
unterscheiden. Wiederum könnte die Aktivität der Polymerase in der Extension von insgesamt 
vier Nukleotiden geringer sein als in der Extension von zwei Nukleotiden. Gleichzeitig könnten 
sich die Desorptions-/Ionisationseigenschaften der Produkte im MALDI-Prozeß ändern. Beides 
erklärt den leicht erhöhten Anteil der Mutante mit dem kleineren m/z-Signal gegenüber den 
Wildtypen mit dem größeren m/z-Signal in den hME-Reaktionen. Die dazugehörigen 
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Korrekturfaktoren können nur mit heterozygoten Individuen in einem hME-Verfahren bestimmt 
werden.  
SNP rs158477  
Tabelle 4.13: Allelfrequenzbestimmung von SNP rs158477 mit hME: reverse-Primer und ATG- und T-Stop-
Mix; Korrektur mit den Gleichungen (Gl. 4.7) und (Gl. 4.8) und den Amplifizierungsfaktoren 
VW = 0,704 and VM = 0,296 






















0:100 0,000 0,053 0,009 0,117 0,023 0,038 0,053 
5:95 0,050 0,047 0,012 0,105 0,033 * 0,075 
10:90 0,100 0,057 0,046 0,126 0,033 0,085 0,075 
20:80 0,200 0,073 0,018 0,158 0,083 0,041 0,177 
40:60 0,400 0,205 0,061 0,380 0,180 0,022 0,343 
50:50 0,500 0,228 0,051 0,413 0,265 * 0,462 
60:40 0,600 0,268 * 0,465 0,284 * 0,485 
80:20 0,800 0,562 0,021 0,753 0,518 * 0,719 
90:10 0,900 0,729 0,012 0,865 0,789 * 0,899 
95:5 0,950 0,823 0,015 0,917 0,927 0,010 0,968 
100:0 1,000 0,941 0,022 0,974 0,929 0,006 0,969 

















Nm/(Nm+Nw) SNP rs158477 rev ATG-Mix Nm/(Nm+Nw) SNP rs158477 rev T-Mix
Am/(Am+Aw) SNP rs158477 rev ATG-Mix Am/(Am+Aw) SNP rs158477 rev T-Mix
theor. Nm/(Nm+Nw)
 
Abbildung 4.27: Allelfrequenzbestimmung einer Mutante (SNP rs158477) aus einem DNA-Referenzpool mit 
hME 
Wiederum entsprechen die gemessenen Flächenverhältnisse [ĀM/(ĀM+ĀW)] für SNP rs158477 
nicht den theoretischen Werten. In diesem Fall aber unterscheiden sich die Extensionsprodukte 
in den beiden Reaktionen gerade um ein Nukleotid, so daß die hME-Wichtung und verschiedene 
Detektionswahrscheinlichkeiten der Produkte als Ursachen ausgeschlossen werden können. 
 
Die PCR-Wichtung führt laut Tabelle 4.3 zu einer verstärkten Amplifizierung des Wildtyp Allels 
(Vw = 0,704). Dies wird auch in den hME-Spektren für SNP rs158477 mit dem Stop-Mix ddT 
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beobachtet. Die Peakflächen der m/z-Signale der Mutante liegen weit unterhalb der erwarteten 
Werte, wie in Abbildung 4.28 deutlich zu erkennen. Die drei hME-Spektren zeigen den 
Wildtypen (links), 50 % der beiden Individuen (Mitte) und den Mutanten (rechts). Exemplarisch 
für beide hME-Reaktionen wird bei 50 % der beiden Individuen eine deutlich geringere 
Intensität des m/z-Signals für die Mutante nachgewiesen. Die beiden Genotypen werden in den 
homozygoten Individuen zwar deutlich detektiert, doch die absoluten Intensitäten der m/z-
Signale unterscheiden sich um einen Faktor zwei. Allerdings ist aufgrund der 
Intensitätsschwankungen von Schuß-zu-Schuß ein direkter Vergleich von Signalen aus zwei 

































































Abbildung 4.28: hME-Spektren von SNP rs158477 Stop-Mix T mit MassARRAY Typer RT aufgenommen 
Nach der Korrektur der PCR-Wichtung stimmen die Mengenverhältnisse [NM/(NM+NW)] zwar 
immer noch nicht mit den theoretischen Werten innerhalb der Fehlergrenzen überein, allerdings 




Die hME-Methode eignet sich prinzipiell wie das hMC-Verfahren zur Bestimmung der 
Allelfrequenz in einem DNA-Pool. Aus den Flächenverhältnissen der hME-Produkte kann unter 
Berücksichtigung der PCR-Wichtung mit den (Gl. 4.7) und (Gl. 4.8) aus Kapitel 4.4.2 das 
Mengenverhältnis der Mutante in einem DNA-Pool für SNP rs158477, SNP rs289716 und SNP 
rs289717 annähernd richtig bestimmt werden. Für eine genauere Aussage muß jedoch der 
Korrekturfaktor mit der hME-Methode bestimmt werden, damit die unterschiedlichen 
Desorptionseigenschaften der Extensionsprodukte sowie die produktabhängige Aktivität der 
Polymerase berücksichtigt werden. Allgemein fällt auf, daß übereinstimmend mit dem hMC-
Verfahren kleine Signalflächen zu groß bestimmt werden. Beide Methoden stoßen bei der 
Bestimmung der Allelfrequenzen kleiner als 5 % an ihre Nachweisgrenzen.  
 
Die DNA-Konzentrationen und die Herstellung der DNA-Referenzpoole sind kritische Faktoren 
in beiden Verfahren. In beiden Arbeiten ist der DNA-Pool manuell zusammen pipettiert worden. 
In einem Hochdurchsatz-Verfahren werden die Pools automatisiert zusammengestellt und 
schliessen somit eine Fehlerquelle aus. Zusätzlich können mehr Datenpunkte produziert werden, 
indem eine Probe mehrfach präpariert und analysiert wird. 
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Entscheidend für eine erfolgreiche Genotypisierung mit der hME-Methode ist das Design der 
sequenzspezifischen Primer und die Wahl der Stop-Mixe. Gleichzeitig wird so auch eine 
Mehrfachbestimmung von verschiedenen Extensionsprodukten in einer einzigen Reaktion 
ermöglicht (Multiplexing vgl. Kapitel 2.6.4). Bislang wird diese Methode auch zur Bestimmung 
der Allelfrequenzen in DNA-Pools verwendet. Zur de novo-Detektion von SNPs eignet sich 
dieses Verfahren jedoch nicht. 
 
In der hMC-Methode werden vier Reaktionen auf RNA-Ebene durchgeführt. Nicht in jedem Fall 
eignen sich alle vier Reaktionen zur Genotypisierung. Die hMC-Methode kann jedoch neben der 
Detektion von mehreren SNPs in einer Reaktion auch zur de novo-Bestimmung von SNPs 
eingesetzt werden. Gleichzeitig konnte erstmals gezeigt werden, daß mit dem hMC-Verfahren 
eine Bestimmung der Allelfrequenz mit MALDI-MS möglich ist. Bei der quantitativen 
Auswertung der Peakflächen werden verschiedene Faktoren berücksichtigt: die PCR-Wichtung 
und Multiplizitäten (bis maximal zwei). In der hMC-Methode werden die sequenzabhängigen 
Produkte rechnerisch vorrausgesagt und es können Transkripte zwischen 500 und 1500 Basen 
untersucht werden. Die Genotypisierung und die Allelfrequenzbestimmung wird durch die 
Multiplizität begrenzt. 
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5 ZUSAMMENFASSUNG 
Mit der Entschlüsselung des menschlichen Genoms entwickelt sich in den Bereichen der 
medizinischen Diagnostik und Forensik ein großer Bedarf an schnellen und preiswerten 
Analysemethoden kurzer Nukleinsäuren. Das Ziel dieser Arbeit war es, enzymatische 
Reaktionen in Kombination mit MALDI-MS zur Sequenzbestimmung von Nukleinsäuren zu 
testen. Dabei bietet die einfache und schnelle Analyse mit MALDI-MS, vor allem im 
Hochdurchsatz, gegenüber gelelektrophoretischen Trennverfahren den Vorteil der direkten und 
genauen Massenbestimmung. Den jedoch derzeitig limitierenden Faktor bei der massen-
spektrometrischen Desoxyribonukleinsäure- (DNA-) Analyse stellt die geringe Stabilität der 
DNA während des Desorptionsprozesses dar; der zugängliche Massenbereich ist in der Routine-
anwendung auf 50 nt beschränkt. Die Analyse von Ribonukleinsäure (RNA) stellt eine viel-
versprechende Alternative dar, da RNA in der MALDI-MS im Vergleich zur DNA im 
geringeren Maße zur Fragmentierung neigt. Die Untersuchung von RNA mittels UV-MALDI 
bietet somit die Möglichkeit, einen höheren Massenbereich und eine bessere Massenrichtigkeit 
zu erzielen. Der Wechsel von der DNA- zur RNA-Analytik birgt allerdings Schwierigkeiten 
hinsichtlich der Herstellung der RNA-Analytmoleküle: die RNA-Polymerase weist eine gewisse 
Fehlerrate in der in vitro-Transkription auf, so daß neben dem gewünschten Transkript (full 
length) eine Anzahl von Nebenprodukten entsteht. 
 
 
Um die Bildung der Nebenprodukte zu verringern, wurde zunächst das charakteristische 
Verhalten der RNA-Polymerase näher untersucht, indem verschiedene DNA-Templates in der 
in vitro-Transkription eingesetzt wurden. Die Entstehung der Nebenprodukte konnte hierbei 
nicht ganz unterdrückt werden. Es hat sich jedoch gezeigt, daß die Sequenz des DNA-Templates 
einen erheblichen Einfluß auf das Abbruchverhalten der RNA-Polymerase hat. Ein DNA-
Template mit vielen Erkennungssequenzen für Restriktionsendonukleasen führt zu einem 
erhöhten Anteil an Nebenprodukten. Die somit unvermeidliche Bildung der Nebenprodukte in 
der in vitro-Transkription erfordert eine Isolierung der gewünschten RNA Transkripte.  
 
Gleichzeitig stellt eine effiziente, reproduzierbare Probenaufreinigung die Grundlage für eine 
erfolgreiche MALDI-Analyse von Nukleinsäuren im Hochdurchsatz und in der diagnostischen 
Anwendung dar, die eine Entfernung der im MALDI-Prozeß störenden Reagenzien aus den 
molekularbiologischen Reaktionen und der Kationen (vor allem Alkali- und Erdalkalimetall-
ionen) ermöglicht.  
Im Rahmen dieser Arbeit wurde zur Aufreinigung und Isolierung der gewünschten Transkripte 
eine Festphasenimmobilisierung der RNA durch Hybridisierung entwickelt und optimiert. Eine 
quantitative Anbindung der Produkte ist nach einer einmaligen Durchführung jedoch nicht erzielt 
worden. Daher ist die Anwendbarkeit dieser Methode im Hochdurchsatz fraglich, obwohl die 
Schritte vor allem durch Einsatz von Magnetpartikeln einfach und schnell vor der MALDI-






Ausgehend von dieser Aufreinigung wurde nun eine neue Methode zur Sequenzierung von RNA 
entwickelt. Die Reverse-Sanger-Sequenzierung nutzt in einer ersten Reaktion den Vorteil, die 
DNA in vier separaten Reaktionen mit einer hohen Amplifizierungsrate in RNA umzuschreiben. 
Gleichzeitig werden in einem vorgegebenen Verhältnis nebst der vier Nukleosidtriphosphate 
(NTPs) auch ein NTP mit α-Thiophosphatgruppen (α-S-dNTPs) in der in vitro-Transkription 
eingesetzt, die von der RNA-Polymerase eingebaut werden. Es werden vollständige Transkripte 
generiert, die an zufälligen Positionen eine Thiophosphatverbindung aufweisen. In der zweiten 
Reaktion erfolgt eine exonukleolytische Reaktion ausgehend vom 3'-Terminus. Es kommt zu 
einer partiellen Inhibierung, so daß Produkte gebildet werden, die mit einem α-Thionukleotid 
enden, und eine Sequenzleiter entsteht. Mit diesem Verfahren konnte so die Sequenz eines 
23-mer erfolgreich massenspektrometrisch bestimmt werden. Die Sequenzinformationen von 
längeren Transkripten konnten jedoch nicht gewonnen werden. Ein Nachteil ist die Heterogenität 
der Produkte aufgrund des Massenunterschieds zwischen den α-Thionukleotiden und den 
unmodifizierten Nukleotiden. Der Einsatz von isobaren, modifizierten Nukleotiden, die von der 
Exonuklease gespalten werden, würde die Qualität der Spektren erheblich verbessern. 
 
 
Unter einem anderen Aspekt wurde die Anwendbarkeit eines Resequenzierungsverfahrens zur 
Bestimmung von Allelfrequenzen in einem DNA-Pool in Kombination mit MALDI-MS im 
Hochdurchsatz getestet. Der Einsatz von DNA-Pools bietet sich für Assoziationsstudien an, um 
Zeit, Kosten und Stoffmengen genomischer DNA im Hochdurchsatz einzusparen.  
Die Methode zur Resequenzierung umfaßt neben der PCR und in vitro-Transkription eine 
basenspezifische Spaltung von RNA mit der Endonuklease RNase A (U/C-spezifisch). Um 
eindeutig zwischen U und C aufgrund der geringen Massendifferenz von 1 u unterscheiden zu 
können, wird in der Transkription eine der beiden NTPs durch ihr dNTP-Analog ersetzt. Die 
Informationen der Basen A und G wird durch die Spaltung der komplementären RNA 
gewonnen. Der Vorteil dieser Methode besteht darin, daß nach der endonukleolytischen 
Reaktion vor allem Produkte mit relativen Molekulargewichten weit unterhalb von 1⋅104 u 
entstehen. Diese jüngst von Sequenom entwickelte Methode eignet sich zur de novo-Detektion 
von Mutationen.  
Es konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, daß sich die Allelfrequenz in einem DNA-
Referenzpool mit dieser hMC-Methode in Abhängigkeit der Sequenz in einem automatisierten 
Verfahren (bis zu 5 %) bestimmen läßt. Dabei werden bei der quantitativen Auswertung der 
Peakflächen verschiedene Faktoren berücksichtigt: die PCR-Wichtung und Multiplizitäten (bis 
maximal zwei). Diese Entwicklung zeigt deutlich, daß der Bedarf an vollständigen 
Sequenzierungsmethoden von längeren DNA-Abschnitten zugunsten von schnellen Screening-
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